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Résumé
La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative lente et irrémédiable qui affecte
les mouvements volontaires de l’individu. Les premiers symptômes sont dus à la
dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques au niveau de la substance noire du
cerveau.
Dans le cadre de ce mémoire, l’objectif était de développer un outil permettant d’analyser la
variation de l’expression de différents récepteurs associés aux protéines G impliqués dans la
maladie de Parkinson. Cette analyse a été réalisée grâce au développement d’un microdamier
dedié plus particulièrement aux récepteurs à la dopamine et à l’histamine. Neufs gènes ont
ainsi été sélectionnés: les cinq sous-types du récepteur à la dopamine (D1, D2, D3, D4 et D5),
ainsi que quatre sous-types du récepteur à l’histamine (H1, H2, H3 et H4).
A ce stade du travail, le microdamier à ADN a été développé et validé en étudiant
l’expression des récepteurs à la dopamine et l’histamine dans le modèle de rats traité
à la 6-hydroxydopamine (molécule induisant les symptômes de la maladie de
Parkinson) au niveau de deux régions du cerveau (le striatum et le cortex). Les sous-
types D1 et D3 du récepteur dopaminergique ne présentent pas de modification
d’expression suite à la lésion « 6-OHDA » quelque soit la région du cerveau étudiée.
Quant au sous-type D2 du récepteur à la dopamine, une lègère induction est
observée. Les résultats obtenus sur le microdamier à ADN sont en concordance avec
ceux décrits dans la littérature.
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Liste des abréviations utilisées :
µg microgramme
µl microlitre
µM micromolaire
6-OHDA 6-hydroxydopamine
A Adénine
ADN Acide désoxyribonucléique
ADNc ADN complémentaire
AMPc Adénosine monophosphate cyclique
ARN Acide ribonucléique
ARNm ARN messager
ATP Adénosine triphosphate
C Cytosine
Cy-3 Cyanine 3
Cy-5 Cyanine 5
D.O Densité optique
DG Diacylglycérol
DNTP Déoxynucléotide triphosphate
DTT Dithiothréitol
EDTA Ethylène di-amine tétra-acétique
EtOH Ethanol
G Guanine
GDP Guanosine diphosphate
Gi Protéine G inhibiteur
Gs Protéine G stimulateur
GTP Guanosine triphosphate
H2O eau
IP3 Inositol triphosphate
IPTG Isopropyl beta -D-thiogalactopyranoside
L – DOPA Levodopa
LB Luria Bertani
LID Levodopa induced dyskinesia
Table des matières
4
MCS Site multiple de clonage
mg milligramme
min minute
ml millilitre
mM millimolaire
MOPS 3-N-acide morpholino  propanesulfanique
MPTP 1 méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
MgSO4 sulfate de magnésium
NaCl Chlorure de soduim
nm nanomolaire
Pb paire de base
PBS Phosphate Buffer salin
PCR Polymerase Chain Reaction
PMT Photomultiplicateur
Rnase H Ribonucléase H
rpm. Rotation par minute
RT Retrotranscription
RT-PCR Reverse Transcription Polymerase  Chain Reaction
SDS Sodium Dodécyl Sulfate
SNC Système nerveux central
SNP Système nerveux périphérique
SNP Single Nucleotide Polymorphism
SSC Salin Sodium Citrate
T Thymine
TBE Tris Borate Ethylene diamine tetra acetic
TE Tris EDTA
Tm Température de melting
Tween Polyoxyéthylène sorbitan monolaurate
U Unité
U.V Ultra-violet
X gal 5-bromo, 4-chloro, 3-indolyl-b-D-galactotryptone
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INTRODUCTION
1. La maladie de Parkinson :
1.1. Présentation générale de la maladie :
Plusieurs études ont montré que les maladies neurodégénératives représentent un
problème de santé majeur et constituent une des préoccupations principales de la recherche
fondamentale et appliquée. La maladie de Parkinson est une pathologie dégénérative et
progressive du système nerveux central touchant environ 800 000 personnes en Europe ( elle
affecte approximativement 1 personne sur 500 dans le monde ) et il y a environ 20 nouveaux
cas sur 100 000 personnes chaque année (http ://www.luinst.org/brainexplorer/parkinson/). En
règle générale, les premiers symptômes apparaissent vers l’âge de 50-60 ans et cela aussi bien
chez les femmes que chez les hommes, même si une légère augmentation est remarquée chez
ces derniers. Avant l’âge de 40 ans, le développement de la maladie est peu fréquent mais le
nombre de  patients atteints de la maladie de Parkinson  avant 50-60 ans est estimé toutefois à
5 % (Pearlman et al.).
1.2. Symptômes de la maladie :
De nombreux symptômes caractérisent cette maladie dont l’évolution est lente et
irrémédiable. Les premiers symptômes apparaissant plusieurs mois voire quelques années
avant l’identification de la maladie sont non spécifiques. Ces premiers symptômes sont la
fatigue, la dépression ou les désordres olfactifs.
Cette maladie est le résultat de la destruction progressive des neurones
dopaminergiques au niveau de la substance noire du cerveau (Stacy et al,1995) (Grünblatt et
al,2001). Une déficience en dopamine est ainsi observée au niveau du striatum. A la
naissance, un excès de cellules dopaminergiques est présent chez tous les individus. Chez un
malade, la quantité de dopamine perdue peut atteindre 70 ou 80 % avant que les
caractéristiques cliniques de la maladie ne commencent à apparaître. Le neurotransmetteur ou
Introduction
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médiateur chimique qu’est la dopamine est impliqué dans le contrôle et la coordination des
mouvements et il est donc clair que toute perte ou diminution de la quantité de dopamine va
provoquer essentiellement des dysfonctionnements moteurs et contribuer à rendre l’individu
incapable de contrôler ses mouvements.
Parmi ces mouvements volontaires affectés, (Simon.R.P et al,1989),(Bezard et
al,2001) citons :
- Le tremblement au repos qui se marque à l’extrémité des membres. C’est le
premier symptôme moteur de la maladie. Il commence d’abord d’un côté
de l’individu puis s’étend aux extrémités de l’autre côté mais l’asymétrie de
la maladie est conservée. Il s’amplifie en période de stress et diminue lors
des  moments de repos et de sommeil. Bien que le tremblement constitue le
principal symptôme, à peu près 20 % des patients ne l’ont jamais développé
lors de leur maladie .
- La bradykinésie se caractérise par une lenteur ou une rareté des
mouvements volontaires!.
- La rigidité musculaire .
- Une anomalie de la posture et de la démarche . (Figure I.1)
- Une face dépourvue d’expression .
- La parole rare et une articulation difficile.
Des troubles psychiques apparaissant plus tard peuvent s’associer à ces symptômes
moteurs ( Simon R.P et al, 1989). Parmi ceux – ci , on retrouve :
- La dépression qui touche la moitié des personnes atteintes de la maladie de
      Parkinson.
- Les manifestations psychotiques telles que les hallucinations, délire et
confusion
- La perte de mémoire qui peut évoluer vers un état démentiel
     ( approximativement 20 % des Parkinsoniens )
- Les troubles du sommeil.
Introduction
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Tous les individus ne réagissent pas de la même façon à la maladie de Parkinson. Chez
certaines personnes, la maladie va se développer plus rapidement que chez d’autres. De
même, un symptôme “ majeur ” chez une personne ne le sera pas forcément chez une autre.
Souvent, les tremblements sont les premiers symptômes de la maladie et n’affectent au début
qu’un seul côté. Tous ces désordres empirent avec le temps car il n’existe pas à l’heure
actuelle de traitement permettant de ralentir ou de stopper définitivement l’évolution de la
maladie.
Seul le traitement symptomatique à la L–DOPA, précurseur de la dopamine, permet
d’améliorer la vie du malade ainsi que certains agonistes de la dopamine en améliorant la
transmission dopaminergique. Les agonistes de la dopamine présentent  l’avantage de ne pas
induire des dyskinésies et de supprimer les fluctuations de type « on-off » qui constituent le
problème majeur du traitement chronique à la L–DOPA . Le seul moyen permettant de
limiter ces mouvements involontaires est de diminuer la dose donnée  de L– DOPA au
patient. Les réponses « on – off » développées par le patient sont dues au fait que la maladie
est progressive . Ces réponses existent car il y  a une alternance entre une période de réponse
au traitement et une période de non réponse au traitement . Deux voies peuvent être utilisées
pour limiter ces fluctuations de réponses , soit les doses de L–DOPA sont fractionnées, soit
une plurithérapie est utilisée en associant la L–DOPA à d’autres traitements dopaminergiques.
(Bezard et al,2001)
Malheureusement, les nausées et vomissements provoqués par le traitement à la
L–DOPA, le sont également par les agonistes D2. De même, des problèmes psychotiques tels
que la schizophrénie peuvent également se produire lorsque les quantités d’agonistes D2 sont
trop élevées au niveau du cortex . Les médecins se retrouvent ainsi devant un dilemne
concernant la quantité d’agonistes à donner pour d’une part limiter le risque de dyskinésies et
d’autre part éviter celui de la schizophrénie.
Introduction
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1.3. Hypothèses de la dégénérescence des neurones dopaminergiques:
Une des grandes découvertes neurologiques de ces derniers temps a été de démontrer
l’existence d’une diminution de la concentration en dopamine au niveau du striatum chez les
individus atteints de la maladie de Parkinson. (figure I.2) La dégénérescence des neurones
pigmentés de la substance noire était quant à elle, déjà connue. Cette observation a permis de
découvrir la voie dopaminergique nigrostriée et de l’étudier entièrement. ( Goffinet A.M)
La substance noire fait partie des ganglions de la base, un ensemble des noyaux situés
sous le cortex. Ces noyaux envoient des signaux sensoriels ou moteurs à partir du cortex et
une boucle intègre ces signaux. Cette intégration améliore l’initiation et le contrôle des
mouvements. Deux chemins constituent la boucle, une “ voie directe ”qui relie le putamen
via le globus pallidus au thalamus. Cette voie stimule le mouvement. Et une “ voie indirecte ”
d’où partent plusieurs voies se dirigeant vers le noyau subthalamique. Cette voie inhibe
généralement le mouvement. Les deux voies sont en équilibre en condition normale. Ce sont
les projections de neurones dopaminergiques à partir de la substance noire et intervenant dans
la boucle nigrostriée qui ont la capacité de moduler cet équilibre entre les deux voies. En
réalité, ce sont les récepteurs D1 dopaminergiques qui vont stimuler la boucle directe alors
que les récepteurs D2 dopaminergiques vont inhiber la boucle indirecte. Dans la maladie de
Parkinson, l’équilibre entre les deux voies constituant la boucle est rompu.(Glaxosmith-
Kline,Neurology CEDD disease area strategy).
L’étiologie et la pathogenèse de la maladie demeurent encore un mystère, néanmoins,
plusieurs hypothèses sont émises.
1) Ainsi, plusieurs études suggèrent que la maladie de Parkinson peut être due à une
accélération anormale du processus de vieillissement
( http://www.luinst.org/brainexplorer/parkinson/bd_parkinson_cause.html )
2) Les radicaux libres sont générés par des réactions chimiques dans le corps suivant
un processus connu d’oxydation. Ce stress oxydatif cause des dommages dans les
tissus et normalement, les antioxydants nous protègent contre ces dommages. Ces
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mécanismes de défense peuvent être détériorés chez les malades. Des niveaux
réduits de glutathione et de l’activité de la glutathione peroxydase trouvés dans la
substance noire des patients ainsi qu’une accumulation de fer et ferritine viennent
confirmer cette hypothèse. Ce fer s’accumule à l’intérieur de la mélanine contenue
dans les neurones dopaminergiques. (Grünblatt et al, 2001). Le fer joue un rôle clé
dans le processus de dégénération et participe à la réaction générant le radical
hydroxyle, le plus réactif de tous les radicaux.
     ( http://www.luinst.org/brainexplorer/parkinson/bd_parkinson_cause.html )
3) Des facteurs environnementaux peuvent aussi augmenter ou diminuer le risque
d’avoir la maladie de Parkinson (GlaxoSmith-Kline,Neurology CEDD Disease
Area Strategy):
( + le risque  )!: ÿ  exposition à certaines toxines telles que les pesticides, MPTP ,
                              radicaux libres , ….
        ÿ  blessures à la tête
        ÿ  personnalité introvertie
            ÿ  régime en vitamines A ou E
 ( - le risque )!:  ÿ  fumer des cigarettes
                                ÿ  régime en vitamine D
                                ÿ la caféine
4) L’influence de neurotoxines endogènes ou exogènes joue sans doute également un
rôle dans la maladie. Depuis la découverte de la neurotoxine exogène 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) qui cause le Parkinsonisme chez
l’humain, le singe, la souris, etc, plusieurs autres neurotoxines environnementales
ou exogènes ont été soupçonnées de jouer un rôle dans la maladie de Parkinson.
5) Le fait de ne pas observer de concordance plus élevée pour des jumeaux
monozygotes d’avoir la maladie de Parkinson par rapport aux jumeaux dizygotes
semble exclure le rôle de facteurs génétiques. Cependant, il y a quelques années,
l’étude d’un grand nombre de familles a permis d’indiquer le rôle d’un seul gène
défectueux dans cette maladie. Plusieurs candidats ont été proposés, parmi ceux-ci,
le gène pour la tyrosine hydroxylase!( T.Nagatsu, 1993 ).
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Plusieurs possibilités existent quant au rôle joué par les facteurs génétiques.
(K.Kondo et al, 1993 ).
1. Soit il s’agit d’un gène mutant qui cause la maladie en suivant le mode de
transmission mendéléen.
2. Soit la maladie est le résultat d’un anormalité chromosomique.
3. Soit on dispose d’un gène contrôlant la prédisposition génétique et d’un
agent environnemental. Le gène ou l’agent seuls ne sont pas dangereux,
mais combinés, ils causent la maladie.
6) De plus, plusieurs observations suggèrent que les neurones dopaminergiques
possèdent une vulnérabilité spéciale. Ces observations montrent un taux plus
rapide de dégénérescence que les autres neurones. Ce type de neurone est
également sensible au manganèse, MPTP ( protoxine convertie en  MPP+
neurotoxique par la monoamine oxydase ) et autres facteurs non encore identifiés
et responsables de la maladie de Parkinson. ( Carlson et al, 1993 ).
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1.4. Traitement actuel de la maladie de Parkinson :
Le principal problème concernant le traitement et la prévention de la maladie de
Parkinson provient de la cause de cette maladie encore inconnue. Sur base de la découverte de
la chute du taux de dopamine, un traitement a été mis sur pied. La L–DOPA, précurseur de la
dopamine, constitue le traitement le plus efficace pour les Parkinsoniens. Cette molécule
contrairement à la dopamine a la capacité de passer la barrière hémato– encéphalique. Elle
permet donc de rétablir un taux physiologique en dopamine dans le striatum. Même si ce
traitement permet de rétablir l’équilibre entre les neurotransmetteurs dans le cerveau en
restaurant la quantité de dopamine, celui–ci n’arrête pas la progression de la maladie .
La L-DOPA est actuellement le seul traitement possible, toutefois, plusieurs
inconvénients sont observés. Des études cliniques ont démontré que l’association de la L-
DOPA avec des inhibiteurs de décarboxylases périphériques ( par exemple : la carbidopa)
permet de diminuer la quantité de L-DOPA à administrer au patient et donc de diminuer les
symptômes de nausées et de vomissements provoqués par la thérapie chronique à la L-DOPA.
Un second inconvénient est le phénomène de tolérance au traitement. En effet, la stimulation
continue de L-DOPA peut induire une tolérance plutôt qu’une sensibilisation. Ainsi,
l’utilisation d’agonistes (apomorphine , paramipexole) aux récepteurs de la dopamine peut
s’avérer très intéressante. De même, l’administration d’un agoniste combiné avec la L-DOPA
s’avère être plus efficace que la monothérapie L-DOPA.
De plus, la L-DOPA présente un temps de turn over assez réduit, ainsi à long terme , le
patient présente des périodes «!on – off!» c’est à dire une alternance entre une période de
réponse au traitement et une période d’absence de réponse au traitement. Cette alternance de
réponses entraîne des problèmes de dyskinésie. Un phénomène de «!wearing-off!» apparaît
également. Celui-ci semble être une conséquence de la dégénérescence des neurones
dopaminergiques de la substance noire. Ce phénomène est caractérisé par des fluctuations qui
reflètent le raccourcissement de l’action anti-Parkinson de la L-DOPA (Wooten et al) (Bezard
et al, 2001).
Actuellement, une perspective de traitement serait de transplanter des cellules capables
de synthétiser et de relâcher de la dopamine. ( Wooten et al)
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1.5. La localisation  des neurones dopaminergiques :
Le système nerveux est composé d’une infinité de cellules comprenant les neurones et
les cellules gliales. Ces neurones présentent une grande variation au niveau de leur structure et
sont caractérisés par le corps cellulaire, les prolongements, dendrites et axones et la
terminaison présynaptique caractérisent le neurone (Figure I.3 ) (Figure I.4 ).
Les fonctions principales des neurones consistent en l’excitabilité et la conductivité, mais
certains neurones possèdent également la capacité de sécréter des neurotransmetteurs et des
hormones. Ces médiateurs chimiques et hormones sont synthétisés dans les cellules nerveuses
selon les besoins et stockés ensuite dans des vésicules jusqu’à une stimulation externe.
Lorsqu’il y a une stimulation, le médiateur est libéré par phénomène d’exocytose et se lie à un
ou plusieurs récepteurs activant une cascade d’effecteurs permettant la diffusion de
l’information. L’excès de médiateur peut être récupéré par les vésicules d’origine (c’est le cas
pour les catécholamines).
Contrairement aux autres cellules, les neurones ou cellules nerveuses ne se multiplient pas.
Ainsi, lorsque le corps cellulaire est détruit, la cellule meurt définitivement.
Le système nerveux est constitué de deux parties,  le système nerveux central (SNC) et
le système nerveux périphérique (SNP). Le système nerveux périphérique est formé de nerfs
rachidiens et crâniens, de ganglions et de plexus nerveux. Alors que le système nerveux
central est composé de la moëlle épinière et de l’encéphale. Cet encéphale comprend le tronc
cérébral, le cervelet et le cerveau (Goffinet A.M, Anatomie clinique du système nerveux
central) et les ganglions de la base qui se situent plus particulièrement au niveau du
diencéphale (le noyau central du cerveau)  et du télencéphale (hémisphères cérébraux). Ces
derniers jouent un rôle important dans tout ce qui est moteur. Des études récentes ont
démontré que ces ganglions intervenaient également dans d’autres mécanismes tels que
l’émotion et la cognition. Les ganglions de la base forment un groupe de trois noyaux!, le
caudé, l'accumbens et le putamen qui partagent des caractéristiques embryologiques,
morphologiques et fonctionnelles semblables.
 Le noyau caudé naît dans le lobe frontal, se prolonge par le corps  puis par la queue pour se
terminer au niveau de l’amygdale.  Le noyau accumbens est situé dans le prolongement de la
tête du noyau caudé. Dans l’angle antérieur, le putamen et noyau caudé sont contigus
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(Goffinet A.M,  Anatomie clinique du système nerveux central). Ces trois noyaux constituent
le striatum., la composante afférente ou d’entrée  (input) des ganglions de la base.
Quant à la composante efférente (output) des noyaux de la base, elle est constituée de trois
structures; le pallidum, le pallidum ventral et la substance noire. De la même façon que pour
les noyaux, le pallidum, le pallidum ventral et la partie réticulée de la substance noire
partagent une même organisation morphologique et fonctionnelle (Goffinet A.M, Anatomie
clinique du système nerveux central). La substance noire est composée de deux zones, l’une
riche en neurones pigmentés de nature dopaminergique (pars compacta) et l'autre moins riche
en cellules (pars reticulata). La substance noire compacte tire son nom de la présence de
neuromyéline, un polymère provenant de la dopamine. Ce neurotransmetteur  est sécrété à
partir de ce type de neurones pigmentés.
Les études de la maladie de Parkinson se font essentiellement au niveau du striatum et non de
la substance noire. Celle-ci est une région beaucoup trop petite du cerveau que pour être
prélevée sélectivement et constitue donc la première raison du choix. Ensuite, le striatum est
le site d’entrée des ganglions de la base et reçoit ainsi des fibres afférentes du cortex, des
noyaux du thalamus et la substance noire compacte lui envoie des axones dopaminergiques .
Les neurones pigmentés de la substance noire sont spécialisés dans la synthèse et la libération
de la dopamine! ( Wooten et al) (Kiernan J.A, the human nervous system). Ainsi, la substance
noire fournit des projections dopaminergiques au striatum et en reçoit du striatum. Ce retour
de projections constitue la boucle nigrostriée .
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1.6. La synthèse de la dopamine :
le résultat de la maladie de Parkinson consiste en une diminution de la quantité de
dopamine au niveau du système nigrostrié. Ce neurotransmetteur, la dopamine, fait partie de
la famille des catécholamines et dérive d'un précurseur, la L-Tyrosine. La dopamine est le
produit final d’une cascade enzymatique.
Dans cette cascade enzymatique, la tétrahydroptérine joue le rôle de cofacteur pour
l’oxydation que subit la Tyrosine . Ce cofacteur, tétrahydroptérine va donc être oxydé en
dihydroptérine!alors que la L Tyrosine va être hydroxylée par la Tyrosine hydroxylase pour
former de la L – DOPA . Quant à la L–DOPA , elle va être décarboxylée par l a
décarboxylase des acides aminés aromatiques utilisant un cofacteur , le phosphate de
pyridoxal. Suite à cette décarboxylation, la dopamine va être formée. Une fois formée, cette
dopamine est stockée dans des vésicules de sécrétion et sera relarguée lors d’une stimulation
externe (Figure I.5 ).
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1.7. Modification de la quantité de dopamine suite à une lésion  6-
OHDA:
Afin de mieux comprendre la maladie de Parkinson, le rat peut être utilisé comme
modèle d’étude (Lundblad et al, 2002). Lorsqu’une lésion est réalisée sur ce dernier, suite à
une injection unilatérale de 6-hydroxydopamine (6-OHDA), une neurotoxine
catécholaminergique, au niveau de la substance noire, une chute de la quantité de dopamine
est observée après 24 heures (Figure I.6 ). Après 14 jours, un effet sur les récepteurs de la
dopamine au niveau du striatum et des fibres reliant la substance noire au striatum est visible.
L’étendue de la déplétion en dopamine peut être observée en examinant le comportement de
rotation contralatéral par rapport au côté de la lésion de l’animal suite à l’administration de L-
DOPA ou d’agonistes dopaminergiques (Figure I.7 ). D’autres comportements anormaux
peuvent être également observés. Jusqu’à présent, trois de ces comportements ont été
recensés : le " grabbing "qui correspond à des mouvements anormaux de la patte
contralatérale à la lésion ; le "jawing" qui désigne des mouvements sans but de la mâchoire.
Le " axial chorea" qui représente une position de torsion contralatérale du tronc par rapport
aux membres et cela, lorsque le rat est en position debout.
Ces modifications comportementales peuvent varier ( atténuation ou prolongation ) suite à
l’administration combinée de substances telles que l’apomorphine ou les amphétamines.
(Chopin et al, 1999). L’apomorphine est un agoniste de la dopamine qui agit sur les
récepteurs dopaminergiques. De son côté, l’amphétamine inhibe la monoamine oxydase, une
enzyme localisée au niveau de la mitochondrie et dont le rôle est d’inactiver la dopamine.
Ce type de modèle que constitue le rat avec une lésion 6-OHDA unilatérale, permet
d’effectuer trois études différentes. La première étude est d’observer l’effet propre du produit
c’est à dire un effet antiparkinsonien. La seconde étude porte sur l’utilisation de la L-DOPA
ou d’un agoniste D2 qui permettent de simuler le traitement. Ce modèle permet de mettre en
évidence des effets de potentialisation d’un composé administré avec la L-DOPA ou
l’agoniste D2. Quant à la dernière étude, elle concerne les dyskinésies. Pour cette étude, le rat
ayant subit une injection unilatérale à la 6 hydroxydopamine est ensuite traité à faible dose et
de manière chronique à la L-DOPA. Après dix jours, des mouvements involontaires peuvent
être observés.
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2. Les récepteurs aux protéines G :
2.1. Généralités :
Plusieurs récepteurs aux protéines G sont impliqués dans la maladie de Parkinson.
Ces récepteurs couplés aux protéines G font partie des récepteurs membranaires. Cette famille
joue un rôle essentiel dans la transmission et l’amplification des stimulus extracellulaires.
(M.Thibonnier, 1994). A l’heure actuelle, plus de 200 types de récepteurs aux protéines G
sont rapportés mais ce nombre peut facilement atteindre 400 – 1000 récepteurs différents si
les récepteurs olfactifs sont pris en compte ( http://www.chez.com/rcpg/partie4.html ).
Les récepteurs aux protéines G présentent une structure commune à 7 hélices alpha
hydrophobes qui traversent la double couche lipidique membranaire. L’extrémité amino-
terminale est extracellulaire et l’extrémité carboxy terminale est intracellulaire. Trois boucles
extracellulaires ( E1, E2 et E3 ) ainsi que trois autres boucles intracellulaires ( I1, I2 et I3 )
font également partie de cette structure (Figure I.8). Ce sont les sept domaines
transmembranaires qui jouent un rôle très important dans la liaison du ligand en formant une
poche de liaison pour le ligand . ( M.Thibonnier, 1994 ). Une variété de stimuli peuvent
activer les récepteurs aux protéines G, parmi ceux – ci les photons ( exemple : la rhodopsine ),
les ions, les stimuli sensoriels ( molécules olfactives, gustatives et phéromones ), les protéines
et les petites molécules endogènes de type lipidique, amine. Parmi lesquelles, on retrouve la
famille des catécholamines constituée de la dopamine, l'histamine et la sérotonine .
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2.2. Activation d’un récepteur aux protéines G :
Un récepteur couplé aux protéines G est constitué de trois éléments, un récepteur se
trouvant en surface, un effecteur tel qu’un canal ionique ou une enzyme et enfin, un
transmetteur qui est une protéine fixant les acides guanyliques appelée protéine G. Cette
protéine G est un hétérodimère constitué de trois sous -unités distinctes : a, b et g et son rôle
est de coupler sélectivement le récepteur à ses effecteurs spécifiques (M.Thibonnier, 1994).
Répartis à la surface externe d’une cellule, les récepteurs détectent l’arrivée de messagers et
activent alors les réactions nécessaires à la régulation de différents mécanismes tels que la
croissance, le métabolisme ou encore  la sécrétion. Le principal obstacle à l’entrée directe des
informations dans la cellule est la membrane plasmique. Les signaux externes sont donc
transformés en signaux internes par des mécanismes de transduction. (M.Berridge, 1985).
Cette suite d’événements est rendue possible grâce à une série de protéines intramembranaires
qui transmettent l’une après l’autre l’information en induisant un changement de
conformation de la protéine suivante. Ces modifications de conformation et de structure
entraînent également un changement dans la fonction de la protéine. La présence en fin de
chaîne de petites molécules, ions regroupés sous le terme de seconds messagers permet la
diffusion de l’information.
Deux voies importantes de la communication intracellulaire sont connues!. La
première utilise l’adénosine monophosphate cyclique (AMP cyclique) comme second
messager alors que la seconde voie utilise plusieurs messagers secondaires tels que l’inositol
triphosphate (IP3), les ions calciums et le diacylglycérol (DG). Ces deux voies ont plusieurs
points communs à savoir!:
a. Le récepteur constitue la première cible de la chaîne et transmet l’information
à travers la membrane plasmique.
b. Le transport de l’information est réalisé grâce à la présence de protéines G,
protéines membranaires uniquement actives en présence de guanosine
triphosphate (GTP). Ces protéines G activent une enzyme amplificatrice
présente à la face interne de la membrane plasmique.
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Cette enzyme amplificatrice a pour rôle de transformer les précurseurs
(fortement phosphorylés) en messagers secondaires.
c. Les messagers secondaires modifient la structure de certaines protéines
cellulaires. Ainsi, la protéine est inactive sous une certaine conformation alors
que sous une autre forme, elle est activée. Cette forme active permet alors de
réaliser la sécrétion ou la croissance de la  cellule (Berridge.M et al, 1985).
Pour que l’information traverse la membrane, il faut que le ligand approprié stimule
le récepteur, un remaniement de la structure de ce dernier se produit. Il faut également qu’une
molécule de guanosine triphosphate (GTP) active la protéine G intracellulaire qui constitue sa
cible. Cette protéine G va alors pouvoir activer  toute une série d’effecteurs de type
intracellulaire, cytosolique ou membranaire. Deux types de protéines G interviennent, le
premier type joue un rôle stimulateur  ( Gs ) alors que le second type joue le rôle d’inhibiteur
( Gi ).
L’activation des protéines G conduit secondairement à l’activation de protéines
représentant des effecteurs cellulaires qui peuvent être, soit des canaux ioniques, soit des
enzymes qui génèrent la production de seconds messagers. C’est le cas de l’adénylate cyclase
qui transforme l’adénosine triphosphate (ATP) en AMP cyclique. Ces seconds messages
diffusent dans le cytosol et ont la possibilité d’agir soit de manière directe, soit de manière
indirecte sur la structure de certaines protéines cellulaires.
Lorsqu’il s’agit d’un mode d’action direct, le second messager se lie à la protéine
et déclenche un changement de conformation. Si le mode d’action du second messager est
indirect, il active des protéines kinases qui vont phosphoryler les protéines et donc en
modifier la structure (Berridge.M et al, 1985).
Les étapes finales de la voie de l’AMP cyclique sont rendues possible grâce à une protéine
kinase A qui phosphoryle une protéine lorsqu’elle est activée par l’AMP cyclique. Cette
protéine kinase possède une sous unité catalytique et une sous unité de régulation. C’est à la
sous unité de régulation que l’AMP cyclique se lie, libérant ainsi la sous unité catalytique.
Cette dernière peut ainsi phosphoryler des protéines. (Berridge.M et al, 1985)
La figure I.9 représente les étapes du cycle GTPase.
Le récepteur au repos est activé par un ligand tel que la dopamine. Suite à la liaison de cet
agoniste, le récepteur change de conformation et permet ainsi l’échange du GDP en GTP. Ce
changement de GDP en GTP entraîne l’activation de la protéine G (sous-unités Ga et Gb/g ) .
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La sous-unité a se détache alors du complexe b/g et fixe les nucléotides guanyliques avec une
haute affinité, c’est donc cette sous – unité qui possède l'activité GTPase intrinsèque .Quant
aux sous-unités b et g elles sont étroitement associées pour former un complexe fonctionnel.
La sous-unité a  possédant également une activité phosphatase intrinsèque permet la
réassociation des sous – unités et donc le retour à l’état initial.
Tant que le récepteur est activé par le ligand, le cycle d’échange du GDP par le GTP continue.
( http://www.chez.com/rcpg/partie4.html ).
L’activation de la protéine G régule ainsi l’activité de plusieurs effecteurs intracellulaires,
cytosoliques ou membranaires.
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2.3. Le récepteur de la dopamine et ses sous–types :
Les récepteurs dopaminergiques font partie des récepteurs aux protéines G. Ce type
de récepteur est divisé en deux grandes familles. La famille D1 comprenant les sous-types D1
et D5 et la famille D2 composée elle des sous -types D2, D3 et D4. (Figure I.10) La
classification est basée sur les propriétés fonctionnelles, pharmacologiques et topologiques de
ces sous-types. La famille D2 est impliquée dans des désordres psychologiques tels que la
dépression, la schizophrénie ainsi que dans la maladie de Parkinson.
2.3.1) Les sous- type D1, D2et D3 :
L’activation du récepteur est associé à l’induction de plusieurs gènes early dans les
neurones. Ces gènes sont des composants probables de la voie directe du striatum déplété en
dopamine ( E.Bezard, Nature Reviews Neuroscience, 2001 ).
Les agonistes D2 améliorent les effets de la stimulation de D1 sur l’expression des gènes
early se trouvant dans les neurones du striatum. Ces neurones représentent probablement la
voie directe. ( E.Bezard, Nature Reviews Neuroscience, 2001). La possibilité d’un lien entre
les populations de cellules contenant D1 ou D2 n’est pas écartée.
Les agonistes D2 peuvent également activer d’autres récepteurs dans la voie
indirecte. En effet, ces agonistes ne montrent pas de préférence pour D2 ou D3. Bien que ce
dernier soit normalement absent du striatum.
L’expression du sous-type D3 n’est pas affectée par la lésion à la 6-
hydroxydopamine mais par contre, suite au traitement chronique à la L-DOPA, une forte
augmentation de l’expression de ce D3 est observée au niveau du striatum. Ce récepteur
participerait donc au phénomène LID ( levodopa induced dyskinesia ).
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2.4. Le récepteur de l’histamine et ses sous-types :
Le récepteur à l’histamine fait également partie des récepteurs aux protéines G. Ce
récepteur est constitué de quatre sous-types à savoir H1,H2,H3 et H4. Peu d’informations
existent à leur sujet et seules les classes H1 et H2 sont bien connues. (Mechanisms of drug
action, 1985). Ainsi, l’interaction du système histaminergique avec le système
dopaminergique a été montrée. De même, l’altération de l’innervation des récepteurs à
l’histamine chez les individus atteints de la maladie de Parkinson a été observée (Anichtchik
et al, 2000). Seule l’influence de ce type de récepteur sur les neurones dopaminergiques dans
les maladies est encore peu connue (Anichtchik et al, 2000).
2.4.1) Les sous-types H1,H2,H3 et H4 :
H1 et H2 sont les premiers sous-types à avoir été découverts (Mechanisms of drug
action, 1985). Par après, la recherche s’est orientée sur le sous-type H3 et sa possible
modulation d’expression chez le modèle de rat 6-OHDA. Une sur-régulation a ainsi été
observée au niveau de la substance noire et du côté ipsilatéral du striatum (Anichtchik et al,
2000). Quant au sous-type H4, sa récente découverte ne permet pas d’obtenir actuellement des
informations sur son rôle dans la maladie de Parkinson.
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3. L’exploration du monde des «Microdamiers à ADN » :
Le séquençage de l’intégrité du génome humain a suscité de nombreux débats quant
à son opportunité, son coût et sa faisabilité. (Le Technoscope de Biofutur, 1997)
Il y a encore peu de temps, les chercheurs ne possédaient pas d’outils permettant d’obtenir,
d’analyser un grand nombre de séquences d’ADN et comprendre les régulations liant
l’expression génétique à la fonction. Ainsi, la venue de nouveaux systèmes d’analyse, tels les
microdamiers à ADN, permettent d’étudier à la fois le séquençage, les mutations et
l’expression des gènes.
Cette nouvelle technologie est idéale car elle permet d’identifier et de doser en
parallèle des fragments d’ADN ou d’ARN suite à leur hybridation sur des séquences d’ADN
greffés sur des microsurfaces. Cette technique repose sur le mariage de techniques de
miniaturisation , de la chimie des nucléotides tel que la synthèse et le greffage de fragments
d’ADN (Bellis et Casellas, 1997 ).
3.1. Description générale d’un microdamier à ADN :
Le damier à ADN est une microsurface d’environ 1 cm2 sur laquelle un grand
nombre de fragments d’ADN , appelé « ADN trappeurs », sont fixés. Les damiers à ADN
constituent la seconde génération du système Reverse Dot-Blot (Johnston et al, 1998). Ce
système repose sur une immobilisation de sondes spécifiques d’un gène sur un support solide.
Ces sondes sont ensuite mise en présence avec une population de cibles multigéniques
marquées. Cette mise en présence conduira à la formation de duplex suite à l’hybridation
selon la règle d’appariement définie par Watson et Crick (Schena et al,1995) Une étape de
lavage permettra par la suite d’éliminer les interactions non spécifiques. La dernière étape ,
consiste elle,  à détecter les hybrides formés. Cette détection est rendue possible grâce aux
signaux émis par les marqueurs étiquetant la cible. Une fois la détection terminée, un
traitement informatique adéquat permettra d’obtenir l’intensité des signaux résultant de
l’hybridation.
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3.2. Les différents procédés de synthèse d’un microdamier :
3.2.1) La synthèse in situ :
Le procédé de synthèse in situ repose sur la synthèse directe de courtes sondes
d’oligonucléotides (20-25 bp)  sur un support à l’aide de méthodes sophistiquées empruntées
au procédé de gravure par photolithographie. Ces méthodes sont issues du croisement de
l’électronique et de la chimie combinatoire (Le Technoscope de Biofutur,1997). La formation
de la séquence d’ADN est fondée sur l’utilisation de groupes protecteurs photolabiles en
position 5’OH des déoxynucléosides (Godfroid.E, 2000).
Lors de la première étape de construction des sondes, le support activé est couvert
par un masque de forme définie. Ce masque peut avoir des formes diverses et permet ainsi de
ne laisser accessible à la lumière que certains sites. L’illumination de ces sites entraîne une
déprotection des groupes photolabiles exposés. Ces groupes exposés sont alors activés et
permetttent le couplage avec le premier nucléotide modifié. Le nucléotide ajouté est lui –
même porteur d’un groupe photolabile ce qui permet de poursuivre la synthèse (Figure I.11 ).
L’enchaînement de plusieurs étapes de protection et de synthèse chimique aboutit à un
accroissement exponentiel du nombre d’oligonucléotides à la surface du support (Le
Technoscope de Biofutur, 1997 ) ( Figure I.12).
Cette stratégie permet de synthétiser, une base à la fois, un nombre impressionnant
d’oligonucléotides différents ( 10 5 ) en seulement quelques cycles de synthèse. La limite de
cette technique est la petite taille des ADN potentiellement synthétisables (Godfroid, 2000 ).
L’enchaînement de plusieurs étapes de protection et de synthèse chimique aboutit à un
accroissement exponentiel du nombre d’oligonucléotides à la surface du support. (Le
Technoscope de Biofutur,1997). Le nombre maximal d’oligonucléotides pouvant être
synthétisé est limité par la distance minimale séparant deux sites de synthèse différents.
(Pease A.C.et al, 1994,Lipshutz R.J.et al, 1999).
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3.2.2) Greffage post synthèse :
Dans ce cas-ci, la synthèse des sondes se fait avant le greffage sur le support. Le
greffage va consister en un dépôt d’ADN sur une lame de verre. Cette technique fait appel à
un robot . Le dépôt mécanique présente plusieurs avantages à savoir, le choix de la taille des
sondes déposées (de 20 à 2000 bases) ainsi que la disposition de ces dernières sur le damier.
La synthèse, la purification et le stockage de chaque sonde doivent être réalisé avant la
formation du microdamier (K.K.Jain, Pharmacogenomics, 2000).
Selon la nature des séquences à ADN, deux types de microdamiers à ADN ont été
développés par greffage post-synthèse. Les damiers à ADN sont constitués soit d’ADN
trappeurs synthétisés par PCR ayant une taille allant de 200 à 1500 bp. (Schena et al, 1995,
Duggan et al, 1990) ou soit d’oligonucléotides synthétiques d’une taille allant de 20 à 60 bp.
Ces deux types de damiers sont utilisés dans des applications différentes. La
discrimination de séquences homologues et la détection de mutations ponctuelles se font à
l’aide de sondes de petite taille assurant ainsi la spécificité. Alors que les ADN trappeurs
synthétisés par PCR sont utilisés pour l’analyse de l’expression de gènes qui ne demande pas
une telle spécificité mais bien une sensibilité accrue.
Quelque soit le type de sondes, plusieurs méthodes de couplage non covalent sont
couramment utilisées pour fixer l’ADN sur un support solide. Celles-ci reposent sur des
interactions hydrophobes ou électrostatiques ( via la poly-L-lysine). Ce type de liaison ne
résiste pas à de hautes températures ou de fortes concentrations ioniques (N.Zammatteo et al,
2000). De plus, avec ce type de liaison, l’ADN trappeur est immobilisé sur toute sa longueur
et non à son extrémité ce qui le rend moins accessible pour la cible. Les méthodes de
couplage covalent (par exemple ; aldéhydes, époxydes) consistent en la fixation de la
molécule d’ADN par une de ses extrémités (Figure I.13). L’accessibilité du fragment d’ADN
fixé pour la cible et la stabilité du lien covalent sont alors plus importantes que pour les
méthodes non covalentes.
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3.3. Les microdamiers à ADN de haute densité et de faible densité :
Le développement de damiers à ADN de haute densité permet d’étudier en une seule
expérience l’ensemble du génome (DeRisi J.L.et al, 1997). Ce type de damier est constitué de
plusieurs centaines voire des milliers de fragments d’ADN. Il permet d’analyser l’abondance
relative des ARNm, de détecter de nouveaux gènes et permet aussi la découverte de
médicaments. Ces damiers de haute densité sont également utilisés lorsqu’il s’agit d’analyser
les changements transcriptionnels de milliers de gènes en parallèle pour un stimulus donné
(F.Aberger et al, Genomics, vol 77, 2001).  L’avantage de ce type de damier est le nombre de
gènes représentés.
Quant aux damiers de faible densité comprenant entre une dizaine voire plusieurs
centaines de séquences d’ADN, ils sont surtout utilisés afin de répondre à une question
biologique bien précise telle que l’immunothérapie. Pour cette dernière, l’identification de
gènes MAGE-A encodant des antigènes tumo-spécifiques est rendue possible (Zammatteo.N.
et al, 2002). Les changements d’expression génétique en réponse à un traitement avec divers
médicaments sont également étudiée par ce type de damier (F.De Longueville et al, 2002).
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3.4. Types de supports utilisés :
Le choix du support se fait sur base de différentes caractéristiques. On favorisera un
support présentant un faible niveau de dispersion de la lumière, une autofluorescence
négligeable, une bonne stabilité chimique, une grande capacité de fixation ainsi qu’une
absence de liaison non spécifique. Répondant à ces critères, les polymères, le silicium et le
verre sont les matériaux les plus couramment employés (Godfroid, 2000).
Sur base de ces paramètres, le verre constitue un support de choix. De plus, il présente une
rigidité qui facilite les manipulations et les automatisations ainsi qu’une faible émission en
fluorescence, une transparence, une non porosité, un faible coût et une résistance aux hautes
températures. La faible autofluorescence du verre permet d’éviter l’obtention d’un bruit de
fond trop important.
Les surfaces de verre peuvent être modifiées par l’ajout de différentes fonctions
telles que les amines, les époxydes, les acides carboxyliques ou les aldéhydes qui permettent
la fixation covalente des ADN capteurs (Godfroid, 2000 ).
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3.5. L’hybridation :
L’hybridation est la base du fonctionnement des microdamiers à ADN. Elle
implique la mise en présence de deux simples brins d’ADN dans certaines conditions
physico – chimiques telles que la force ionique et la température (Bonner, T.I. et al, 1973 ).
En théorie, il suffit de mettre en présence l’ADN cible et l’ADN trappeur dans un
tampon de réaction pour obtenir une hybridation. Mais en pratique, le problème est plus
complexe, il faut au préalable dénaturer l’ADN cible. L’utilisation de la chaleur ou d’un pH
alcalin permet cette dénaturation qui est réversible (Godfroid, 2000). En effet, les deux brins
complémentaires peuvent se réassocier pour former à nouveau la double hélice. C’est la
réassociation ou renaturation (Figure I.14).
L’hybridation se déroule en deux étapes (Figure I.15). Dans un  premier temps, les ADN
simples brins se rencontrent au hasard dans la solution d’hybridation et suivant leur
complémentarité, les brins se lient ou non sur une courte région pour former une double
hélice. Cette étape porte le nom de nucléation. Dans un second temps, la zone de liaison
s’étend à l’ensemble de la molécule par un effet semblable à celui d’une fermeture éclair.
Une hybridation parfaite entre les deux brins d’ADN entraîne la formation d’un
hybride très stable. Le niveau de stabilité des hybrides dépend essentiellement de la quantité
de ponts hydrogènes formés. Cette stabilité peut être estimée sur base de la température de
fusion ou Tm qui est fonction de la taille et du pourcentage en G-C de la séquence cible. Cette
température correspond à la température pour laquelle la double hélice d’acides nucléiques est
dénaturée à 50 % ( N.Zammatteo, 2000 ). La détection des hybrides formés peut se faire par
différentes méthodes telle que la fluorescence, la radioactivité et la colorimétrie.
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3.6. Utilisation des microdamiers à ADN dans différents domaines:
Les nombreux progrès réalisés dans le domaine de la biologie moléculaire
permettent un accroissement des applications relatives aux microdamiers à ADN. Deux types
d’application sont à signaler principalement!: d’une part, l’identification d’une séquence
génomique (ADN ou ARN) et d’autre part, la détermination du niveau d’expression des gènes
(ARNm).
3.6.1) En recherche :
Des applications telles que la recherche des gènes responsables des maladies
héréditaires, le séquençage de génomes et l’analyse de l’expression génique sont en plein
développement grâce à la capacité que possède le microdamier d’analyser simultanément des
dizaines de milliers de séquences d'ADN.
3.6.1.1.). Les maladies héréditaires!:
Actuellement, la recherche des gènes responsables de maladies héréditaires est réalisée
par des méthodes lourdes et coûteuses consistant généralement en un clonage positionnel
(Godfroid, 2000). Cette technique repose sur l’analyse de centaines de microsatellites répartis
sur l’ensemble du génome et ce pour de nombreux individus. L’identification des mutations
responsables des maladies génétiques sera réalisée par l’analyse des polymorphismes du
génome ou SNP (« single nucleotide polymorphism »). Un damier à ADN développé par
Affymetrix permet cette identification. En effet, celui-ci contient des répétitions multiples
d’une même séquence génique. Chaque position est présente avec les quatre bases. Il est donc
possible après hybridation d’un échantillon, de mesurer le degré d’hybridation des différentes
séquences et d’en déduire la séquence exacte du gène cible (C.Rockett, 2000). Avec la
découverte de ces variations de séquences, il devient possible d’établir la probabilité de
développer ou non certaines de ces maladies.
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3.6.1.2) Le séquençage!:
Alors que la méthode de séquençage de Sanger consiste en une lecture base par base
de la séquence, le séquençage par hybridation procède en une lecture par petits blocs
(O’Donnell-Maloney et al.,1996). L’utilisation des damiers à ADN pour le séquençage est
une alternative intéressante en terme d’automatisation, de coûts et de temps car elle permet
l’analyse simultanée d’un mélange d’ADN comportant plusieurs molécules différentes
3.6.2) Le diagnostic moléculaire :
Le diagnostic moléculaire repose sur l’utilisation de tests ciblant le patrimoine
génétique. Réalisés grâce à des microdamiers, ces tests sont rapides car ils évitent certaines
étapes préliminaires comme par exemple la culture, et permettent en quelques heures
d’obtenir un résultat là où plusieurs jours sont nécessaires par le recours aux méthodes
microbiologiques traditionnelles. Le diagnostic moléculaire couvre deux champs
d’applications distincts : la détection de maladies infectieuses et celui des maladies
génétiques.
3.6.2.1) Les maladies infectieuses!:
Les maladies infectieuses telles que la tuberculose ou encore l’hépatite C, sont dues à
des microorganismes. Pour mettre ces organismes en évidence, des damiers à ADN ont été
développées qui permettent de détecter des séquences d’acides nucléiques spécifiques par
rapport à eux-mêmes. La société CisBio International a mis au point une biopuce capable de
détecter la présence du virus de l’hépatite C et d’en préciser le type (I, II et III) (Godfroid,
2000). Depuis 1996, la société Affymetrix commercialise un damier capable de détecter les
mutations qui confèrent au virus HIV une résistance vis-à-vis des inhibiteurs de protéases
(Kozal et al, 1996 ) et de la transcriptase inverse. Quant à la société AAT, elle a développé un
microdamier qui permet d’identifier diverses espèces de Staphylocoques (Hamels et al, 2001).
3.6.2.2) Les maladies génétiques!:
Afin d’augmenter la compréhension des cancers humains au niveau moléculaire,
l’Institut National du cancer a lancé en 1999 un projet visant à produire et à séquencer des
banques d’ADNc contenant les gènes exprimés dans les cancers de la prostate, des ovaires,
des poumons, du cerveau et des intestins ( Cole, 1999 ). Et ce, afin de pouvoir diagnostiquer
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ces différents cancers via un microdamier. Depuis lors, plusieurs équipes scientifiques ont
progressé sur le sujet et ont développé un microdamier capable de mettre en évidence les
mutations du gène p53 dans le cancer du poumon (Arhendt et al, 1999 ).
3.6.3) Les domaines de la pharmaco et toxico génomiques :
La fonction des gènes et leurs réponses individuelles à des composés uniques
permettent d’étudier les effets de composés chimiques sur l’ensemble de l’expression
génique. Cette nouvelle étude scientifique est connue sous le nom de « toxicogénomique » .
La toxicogénomique combine des techniques de génomiques et de bioinformatiques. Ces
dernières permettent d’identifier et de caractériser les mécanismes d’action de composants
toxiques connus ou suspectés (C.Rockett, Xenobiotica, 2000). La modification de
l’expression de gènes où de familles de gènes suite à l’administration de médicaments permet
ainsi de mieux comprendre les effets secondaires et de classer les médicaments suivant leur
toxicité ( Godfroid, 2000 ,F.De Longueville et al, 2002 ).
La pharmacogénomique consiste en l’identification des facteurs génétiques impliqués
dans l’efficacité d’un produit ou dans sa toxicité. Suite à cette identification, des effets
secondaires peuvent être mis en évidence. La découverte de nouveaux médicaments ainsi que
de traitements individualisés pratiquement dépourvus de tout effet secondaire peuvent être
mis en oeuvre (Godfroid.E, 2000).
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3.7. Approche de l’analyse de l’expression génique :
L’étude de l’expression de gènes utilise le plus couramment des méthodes telles que
le Northern Blot, la Rnase protection assay, la PCR quantitative (M.Schena et al 1996,
M.Bartosiewicz et al, 2000 ). Le principal inconvénient de ces techniques réside dans le fait
qu’elles ne permettent d’étudier qu’un seul gène à la fois. L’utilisation de damier à ADN va
permettre d’étudier simultanément un grand nombre de gènes en une seule expérience
(J.C.Rockett, 2000). Le principe d’utilisation d’un microdamier à ADN pour l’analyse de
l’expression de gènes est basé sur la comparaison du niveau d’abondance de transcript entre la
cellule contrôle et la cellule traitée par la molécule que l’on veut étudier
( A.Schulze et J.Downward, 2001). Deux types de méthodes sont utilisées dans ce domaine.
La première méthode, la plus couramment utilisée, est basée sur une détection
directe. Dans ce cas, on prélève de l’ARNm à partir de tissus ou de cellules contrôles
(situation A) afin d’obtenir de l’ADNc grâce à la réalisation d’une rétro-transcription. Lors de
cette réaction, l’ADNc est marqué par l'incorporation de molécule fluorescente telle que la
cyanine 3 ( sonde rouge ) qui émet à une longueur d’onde de 565 nm. De l’ARNm d’une
cellule ou d’un tissu similaire traité est parallèlement extrait et rétrotranscrit en ADNc marqué
par une autre molécule fluorescente, la cyanine 5 (sonde verte) qui elle, émet à une longueur
d’onde de 670 nm (situation B). Les deux molécules fluorescentes présentent donc des
propriétés physiques différentes. Les deux populations d’ADNc sont ensuite mélangées et
hybridées sur un seul microdamier à ADN. Les ADN trappeurs du microdamier sont eux,
obtenus par amplification à partir de fragments d’ADN correspondants aux gènes d’intérêt.
Ces différents fragments d’ADN sont ensuite fixés sur le support de manière covalente et ce, à
des endroits bien déterminés. Après l’hybridation, la mesure de la fluorescence est réalisée par
un scanner confocal qui illumine chaque spot. La fluorescence de chacune des sondes peut
ainsi être mesurée de manière séparée. (P.O.Brown, 1999). Il est dès lors possible de
déterminer quel gène est exprimé et dans quelle situation (Figure I.16).
La seconde méthode, quant à elle, est basée sur une détection indirecte a été
développée au laboratoire. Celle-ci consiste à n’utiliser qu’un seul type de nucléotide marqué
à la biotine lors de la rétro-transcription. L’incorporation de dCTP biotinylés lors de la rétro-
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transcription va permettre la détection grâce à un conjugué antibiotine couplé à un
fluorochrome , la cyanine 3 qui émet à une longueur d’onde de 565 nm  ( F.De Longueville et
al, 2002 ) (Figure I.17). De même que pour la méthode classique, la lame est lue avec un
scanner confocal qui va via un laser exciter le fluorochrome qui va réémettre à une longueur
d’onde de 565 nm. L’émission de fluorescence plus élevée que celle du départ est alors captée
par l’objectif du scanner. Cette fluorescence est ensuite amenée jusqu’à un
photomultiplicateur (PMT) qui va amplifier le signal émit (Figure I.18) (J.Yang et al, 2000 ).
La quantification de l’intensité de chacun des spots est effectuée grâce à des programmes
d’analyse tels que le programme ImaGene (BioDiscovery, Los Angeles, CA, USA) (Z.Luo et
Geschwind, 2001 ). Cette analyse vise à comparer des signaux obtenus suite à l’hybridation
de l’échantillon contrôle et de l’échantillon traité. Le rapport d’intensité traité/contrôle
indiquera la modulation de l’expression génique suite au traitement de la molécule étudiée.
La détection indirecte présente plusieurs avantages par rapport à la méthode
classique directe. Le premier avantage consiste à l’obtention d’un taux d’incorporation égal
dans les deux rétro-transcriptions suite à l’utilisation d’un même type de nucléotide. Par
opposition aux taux d’incorporation différents des dCTP-cy3 et dCTP-cy5. Le second
avantage provient du rendement quantique. En effet, celui-ci diffère suivant le type de
fluorochrome utilisé. Le rendement quantique est plus important pour la cy3 que pour la cy5.
Pour une même puissance de laser, les signaux émis sont différents.
Le nombre de microdamiers utilisés et de réactions d’hybridation est également
différent selon la méthode utilisée. La méthode développée par le laboratoire consiste à
hybrider l’échantillon contrôle sur le premier damier et l’échantillon test sur le second damier
présent sur une même lame. Ainsi, le fait d’avoir sur une même lame deux damiers, permet de
réaliser la détection des deux damiers hybridés en une seule réaction et réduire la variabilité
provenant de plusieurs réactions . Cette technologie peut être envisagée car la variabilité entre
damier est de l'ordre de 10% (Figure I.19)( F.De Longueville, 2002 ).
La méthode directe est souvent utilisée dans le cas ou les damiers sont peu
reproductibles. Afin de contrecarrer  ce problème, l’hybridation sur le même damier est alors
avantageux.
En conclusion, les microdamiers constituent un magnifique dispositif d’analyse
permettant d’obtenir une acquisition rapide et massive d’informations génétiques . Elle
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permet l’utilisation de prélèvements biologiques de faible volume, une faible consommation
de réactifs coûteux et contribue à une description moléculaire complète ainsi qu'une
compréhension de la biologie entre cellules normales et traitées. L’automatisation constitue
un avantage de poids.
Matériel et méthodes
38
MATERIEL ET METHODES
1. Recherche théorique du matériel de base pour le développement
d’un microdamier à ADN
1.1. Choix de la séquence d’ARNm à analyser :
A partir de la liste de gènes établies, la séquence théorique de l’ARNm doit être
déterminée de sorte qu’elle soit la plus spécifique possible du gène étudié. Pour assurer cette
spécificité, la taille de la séquence théorique ainsi que son positionnement en extrémité 3’
sont primordiaux. La recherche de cette séquence théorique s’effectue à partir de banques de
données où les différents gènes séquencés à ce jour sont répertoriés. Les sites utilisés sont
celui de « Genbank » (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed) et celui
de « Unigene » (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/). Ce dernier est une sous-banque de
Genbank présentant les différentes séquences théoriques possibles ainsi que les différents
clones existants pour un gène donné. Pour chaque séquence, la longueur et la présence du
signal poly A doivent être vérifiées. Si plusieurs séquences sont similaires, un alignement
multiple de ces séquences doit être réalisé (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/) afin de
déterminer celle qui se trouve le plus près de l’extrémité 3’. Sur base des résultats
d’alignements obtenus, la séquence théorique de l'ARNm à analyser est choisie.
1.2. La recherche des clones d’intérêt :
La recherche des clones possédant la séquence d’intérêt est réalisée dans la banque
RZPD (http://www.rzpd.de/my-rzpd/). Cette recherche se fait en comparant la séquence
théorique à toutes les séquences recensées dans cette banque. Le pourcentage d’identité de
toutes les séquences existantes dans la banque est ainsi obtenu. Cependant, pour certaines
séquences d'ARN, la banque RZPD ne dispose d’aucun clone. Le clonage à partir d’ARN
cellulaire par RT-PCR à l’aide d’amorces spécifiques sera donc requis pour ces gènes. 
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1.3. Recherche des amorces pour la synthèse d'un fragment d'ADN:
La recherche d'amorces va être effectuée d'une part pour la synthèse d'un fragment d'ADN
par RT-PCR et d'autre part pour l'amplification d'une séquence d'ADN par PCR. Afin de
pouvoir synthétiser un fragment d'ADN correspondant à la séquence d'intérêt par RT, des
amorces spécifiques sont à rechercher. Ces amorces sont choisies le plus près possible de
l’extrémité 3’de l’ARNm. En effet, lors de la RT, la synthèse de l’ADN complémentaire est
effectuée à l’aide d’une amorce constituée d’une suite de thymidine. Cette dernière va ainsi
s’hybrider au niveau de la queue polyA se situant à l’extrémité 3’. Les amorces seront
déterminées à partir de la séquence théorique du clone à l’aide d’un logiciel qui en
déterminera toutes les caractéristiques. Ce logiciel « Oligo 6 » va permettre l’analyse de la
séquence choisie et en donner toutes les caractéristiques physico-chimiques (Figure II.1). Une
séquence d’une vingtaine de paires de bases complémentaire de la séquence théorique est
encodée dans ce programme et celui-ci après validation, va en calculer les différents
paramètres comme la présence de structures secondaires intra ou inter-moléculaires, la
présence « d’hairpin », le pourcentage en G-C ou encore la température de melting. Ces
critères ont une grande importance pour assurer la spécificité de l’amorce et la stabilité de la
réaction future. La présence de structures secondaires ainsi que d’épingles à cheveux (hairpin)
est déterminée par la variation de l’énergie libre (DG). Une réaction trop endothermique
défavorise l’hybridation des amorces, ce qui diminue l’efficience de la réaction
d’amplification. La température de fusion (température de melting; Tm) est la température à
laquelle 50% des hybrides sont formés.
Le programme «!Blast!» (www.ncbi.nih.gov/blast) est ensuite utilisé. Une fois la séquence de
l’amorce encodée, elle sera comparée à une banque de séquences d’ADN et les différents
pourcentages d’homologie avec cette dernière seront calculés. La séquence théorique du gène
d’intérêt doit être retrouvée dans les plus hauts pourcentages pour s’assurer de la spécificité
des amorces choisies. Après cette caractérisation des amorces, le programme «!Amplify!»
permet la simulation de la réaction PCR pour vérifier la présence d’une unique banque
d’amplification. (Figure II.2).
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2. Synthèse des clones d’intérêt :
2.1. La RT-PCR :
2.1.1) Principe!:
La RT-PCR permet la synthèse d’un fragment d’ADN complémentaire à une séquence
d’ARN et l’amplification du fragment synthétisé (Figure II.3). La première étape consiste en
la synthèse du brin d’ADN complémentaire par rétro-transcription. Cette étape de synthèse se
fait par une enzyme, la Reverse Transcriptase (AMV RT) initialisée à l’endroit de
l’hybridation de l’amorce spécifique antisens du gène d’intérêt. Cette dernière présente une
activité Rnase H qui dégrade l’ARNm ayant servi de matrice. L’ADNc synthétisé est alors
simple brin. Une étape de dénaturation est nécessaire afin d’inactiver l’AMV RT et de
linéariser l’ADN complémentaire. La seconde étape consiste à amplifier par PCR le brin
complémentaire synthétisé.
2.1.2) Méthode!:
Deux kits de RT-PCR ont été utilisés.
2.1.2.1) Le kit Access RT-PCR!:
Le kit «!Access RT-PCR System!» de (Promega, Madison, USA) nous a permis la
réalisation de RT-PCR. Ce kit comprend!:
- L’AMV reverse transcriptase pour la première étape de synthèse de
l’ADNc et la polymérase thermostable Tfl pour l’amplification.
- Un tampon optimalisé permettant la rétro-transcription et l’amplification en
une seule étape, sans addition de tampon supplémentaire. Ceci simplifie la
manipulation et réduit les contaminations éventuelles!.
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La première étape consiste en la préparation des mélanges RT-PCR dans un volume
finale de 50 µl.
- 1X de tampon RT-PCR (AMV/Tfl  5X)
- 200 µM de dNTP mix
- 1 µM d’amorce sens
- 1 µM d’amorce anti-sens
- 1 mM de MgSO4
- 5 U d’AMV reverse transcriptase ( 5 U/µl)
- 5 U de Tfl DNA polymerase ( 5 U/µl)
- H2O Rnase free
L’ajout de l’ARN matrice se fait dans une seconde pièce indépendante de la première
afin d’éviter toute contamination. Des contrôles négatifs sont réalisés dans chacune des pièces
afin de pouvoir déterminer la présence ou l’absence d’ADN contaminant éventuel. Ces
contrôles consistent à remplacer l’ADN par de l’H2O (blanc PCR1 et blanc PCR2 effectués
respectivement dans la première et seconde pièce). La seconde étape est le lancement du
programme RT-PCR!:
- 45 min. à 48°C
-   2 min. à 94°C
- 40 cycles        30 sec. à 94°C
                             1 min. à la T° d’annealing choisie
                             2 min. à 68°C
- 7 min. à 68°C
- temps indéterminé à 4°C
2.1.2.2) Le kit «!Superscript one-step RT-PCR with Platinum Taq »   !:
Un autre kit de RT-PCR a été utilisé, le kit « Superscript one-step RT-PCR with
Platinum Taq » (Invitrogen, life technologies, USA) .Ce kit est recommandé pour la
synthèse de fragments d’ADN provenant d’ARN faiblement exprimé.
Il est constitué de deux principaux composants :
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- Le « RT Platinum Taq mix » contenant une Superscript II reverse transcriptase et
une Taq DNA Polymerase permettant la synthèse d’ADNc et l’amplification par
PCR. La
      principale caractéristique de cette polymérase est que son activité est bloquée à
                 température ambiante mais est à nouveau optimale après l’étape de dénaturation du
cycle PCR à 94°C. Ce système améliore le phénomène de « hot start »,
essentiellement utile pour une augmentation de la spécificité, de la sensibilité et du
rendement.
- Le «!2X reaction mix!» est le second composant du kit. Il est lui, constitué d’un
tampon optimalisé pour la RT et l’amplification par PCR, d’une quantité de Mg2+
adéquate et de dNTPs.
La première étape consiste en la préparation des produits RT-PCR dans un volume finale
de 50 µl.
- 1X reaction mix
- 0,4 µM d’amorce sens
- 0,4 µM d’amorce anti-sens
- RT Platinum Taq mix
- H2O Rnase free
L’ajout de l’ARN se fait dans une seconde pièce indépendante de la première afin d’éviter
toute contamination. Des contrôles négatifs sont réalisés dans chacune des pièces afin de
pouvoir déterminer la présence ou l’absence d’ADN contaminant éventuel. Ces contrôles
consistent à remplacer l’ADN par de l’H2O (blanc PCR1 et blanc PCR2 effectués
respectivement dans la première et seconde pièce). La seconde étape est le lancement du
programme RT-PCR :
- 30 min. à 50 °C
-   2 min. à 94 °C
- 40 cycles       15 sec. à 94 °C
        30 sec. à la T° d’annealing choisie
         1 min. à 72 °C
- 10 min. à 72 °C
-     temps indéterminé à  4 °C
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2.2. L’électrophorèse sur gel d’agarose :
2.2.1) Principe!:
L’électrophorèse sur gel d’agarose permet grâce au passage d’un courant électrique la
séparation des fragments d’ADN en fonction de leur poids moléculaire et donc de leur taille.
La concentration en agarose du gel utilisé sera déterminée en fonction de la taille des
fragments à analyser. Plus le pourcentage en agarose sera élevé, meilleure sera la résolution
du gel et donc, des fragments de plus petite taille pourront être analysés. Un gel de 2%
d’agarose est donc choisi, il permet une séparation de fragments allant de 100 à 500 pb.
La visualisation des fragments d’ADN d’intérêt sera rendue possible grâce à l’utilisation
d’une molécule fluorescente : le bromure d’éthidium. Cette molécule s’intercale entre les
bases de l’ADN double brin et pourra être excité par les rayonnements ultraviolets et donner
une représentation de l’ADN sous forme de bandes colorées. Afin de déterminer la taille des
fragments à analyser, un marqueur de poids moléculaire sera utilisé. Dans notre cas, le
marqueur est le 100 bp DNA Ladder (Promega, Madison, USA) (Figure II.4) Celui-ci permet
de déterminer une taille d’ADN double brin compris entre 100 et 1500 pb. La bande 500 pb
présente une intensité triple par rapport aux autres fragments et elle sert donc de référence.
Tous les autres fragments ont une intensité comparable sur le gel.
2.2.2) Préparation du gel!d’agarose 2%:
- Peser 2 g d’agarose. (Gibco, Gaitherburg, USA)
- Ajouter 100 ml de tampon TBE 1x (0,1 M TRIS!; 0,09M acide borique et 0,01M
EDTA) (Gibco, Gaitherburg, USA)
- Chauffer jusqu’à dissolution complète de l’agarose
- Ajouter 20m l de bromure d’éthidium  (2,7 diamino-10 ethyl-9 phenyl-
phenanthridinum bromide) (10 µg par ml) (Sigma, St Louis, USA)
- Placer les peignes permettant la formation des puits, couler le gel et laisser
polymériser pendant à peu près 45min.
- Remplir la cuve d’électrophorèse avec du tampon TBE 1X
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- Ajouter 2µl de Bleu "Blue/Orange 6X Loading Dye" (Promega, Madison, USA)
aux échantillons à déposer et centrifuger quelques sec. les échantillons à 13000
rpm
- Déposer les échantillons dans les différents puits et laisser migrer 1 heure à 100
volts
- Visualiser les bandes sous un trans -illuminateur UV
2.3. Extraction et purification d’ADN à partir d’un gel :
2.3.1) Principe!:
Cette technique permet l’isolation d'un gel d'agarose d'un fragment d’ADN amplifié afin
d’assurer la pureté de cet échantillon à analyser.
2.3.2) Méthode!:
Le kit utilisé est le «!QIAquick Gel Extraction «! (Quiagen, Westburg, Pays-Bas).
2.3.3) Extraction du gel!d'agarose:
Les produits PCR ainsi que le marqueur 100 pb DNA Ladder sont déposés sur un gel
d’agarose 2%. Après une migration de +/- 4 heures à 60 Volts, la ou les bande(s) d’intérêt
sont découpées sous U.V à l’aide d’un scalpel .
2.3.4) Purification de l’ADNc!:
La première étape consiste d’une part à solubiliser l’agarose contenant le fragment
d’ADN d’intérêt et d’autre part, à l’absorption de l’acide nucléique sur des particules de silice
en présence de sels chaotropiques. Ces derniers modifient la structure de l’eau et permettent
alors à l’ADN de s’adsorber sur les particules de silice à un pH inférieur à 7,5. Le pH a une
très grande importance pour l’adsorption de l’ADN ; lorsque celui-ci est inférieur ou égal à
7,5, l’adsorption de l’ADN se situe aux environs de 95 %. Les impuretés telles que l’agarose,
les protéines, le bromure d’éthidium et les sels sont éliminées lors des lavages. Contrairement
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à l’adsorption de l’ADN, l’élution est fortement dépendante d’une faible concentration en
sels. Ainsi l’eau, moins riche en sels, est utilisée pour décrocher et récupérer l’ADN.
2.3.5) Protocole!:
- Ajouter 3 volumes de QG Buffer pour un volume d’agarose
- Incuber à 50°C pendant 10 min. pour dissoudre l’agarose. Vortexer toutes les 2
min. pour resuspendre les grains de silice et vérifier la couleur du mélange  (une
coloration jaune indique un pH de 7,5)
- Ajouter 100 µl d’isopropanol pour 100 mg d’agarose
- Eliminer, en vortexant, le précipité qui se forme suite à l’ajout de l’isopropanol
et placer l’échantillon dans une colonne Quiaquick
- Centrifuger à 13000 rpm pendant 1 min. et éliminer le surnageant
- Resuspendre le culot dans  500 µl de QG Buffer et centrifuger à 13000 rpm
pendant 1 min. et jeter le surnageant
- Ajouter 750 µl de PE Buffer, centrifuger à 13000 rpm pendant 1 min. et éliminer
le surnageant
- Centrifuger 2 min. supplémentaires à 13000 rpm afin d’éliminer toutes traces
d’éthanol
- Placer la colonne Quiaquick dans un nouveau tube
- Resuspendre le culot dans 50 µl d’eau distillée et centrifuger à 13000 rpm
pendant 1 min.
- Vérifier sur gel d’agarose la qualité du produit purifié
2.4. Milieux de culture bactérien:
2.4.1) Milieu solide!:
Pour 100 ml de LB + Agar!:
- Peser 2 g de LB et 2 g d’agar
- Ajouter 100 ml d’ H2O
- Placer un bouchon d’ouate et un papier d’aluminium et autoclaver pendant 20
min. à 121°C
- Attendre que la T° soit de ± 45°C
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- Ajouter 100 µl d’ampicilline d’une concentration stock de 100 mg/ml
- Ajouter 200 µl de Xgal d’une concentration stock de 20 mg/ml
- Ajouter 20 µl d’IPTG d’une concentration stock de 200 mg/ml
- Couler dans des boîtes de Pétri
2.4.2) Milieu liquide!:
Pour 500 ml de LB+ Ampicilline:
- Dissoudre 10 g de LB dans 500 ml d’ H2O
- Aliquoter par 25 ml
- Placer un bouchon d’ouate et un papier d’aluminium
- Autoclaver 20 min. à 121°C
- Laisser refroidir à 45°C
- Ajouter 25 ml d’ampicilline à chaque aliquot
2.4.3) Milieu de conservation!:
2.4.3.1) Principe:
Des stocks « glycérols » sont réalisés afin de conserver le matériel biologique et de
pouvoir le réamplifier ultérieurement. Le culot de bactéries contenant le plasmide d’intérêt
sera resuspendu dans une solution de LB + glycérol permettant une conservation à long terme,
à –80°C. Il suffira alors de resuspendre un aliquot de cette ampoule dans du milieu LB
Ampicilline frais et de mener la culture à 37°C durant une nuit.
2.4.3.2) Protocole!:
-   Prendre un nouveau tube de 10 ml
-   Ajouter 9 ml de culture
-   Centrifuger!: 20 min. à 3000 rpm et à 4°C
-   Eliminer le surnageant et resuspendre dans 2,5 ml de milieu LB + glycérol (50 %)
-   Faire des aliquots de 500 µl et conserver à – 80 °C
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2.5. Le clonage :
2.5.1) Le principe du clonage!:
Le système pGEMT easy (Promega, Madison, USA) est dédié aux clonages des
produits PCR. Le vecteur est préparé par digestion et terminé en 3’ par des thymidines. Cette
insertion de thymidines augmente l’efficience de la ligation du produit PCR dans le plasmide
en évitant la recircularisation du vecteur. Le produit PCR doit être synthétisé par une ADN
polymérase insérant une adénine à son extrémité 3’. Le vecteur contient les promoteurs des
ADN polymérases T7 et SP6 situés de part et d’autre du site multiple de clonage contenant le
peptide alpha codant pour la région de la b-galactosidase. Par insertion, l’inactivation de la b-
galactosidase permet la sélection des transformants grâce au test blanc/bleu (Figure II.5).
2.5.2) Protocole de la ligation!:
   Le mélange de ligation de l’insert dans le vecteur pGEMT easy est constitué de:
- tampon de ligation 2 X                      7 µl
- pGEMT vector (50 ng/µl)                 1 µl
- T4 DNA ligase (3U/µl)                     2 µl
- cDNA                                                4 µl
14 µl
- Laisser incuber 6 heures à température ambiante
2.5.3) Protocole de transformation:
- Centrifuger les tubes contenant les produits de ligation
- Décongeler  les bactéries compétentes SURE sur glace et mélanger
- Ajouter 100 µl de bactéries compétentes stérilement aux produits de ligation et
laisser incuber 20  min.  sur glace
- Incuber 2 min. à 42°C suivi de 2 min. sur glace
- Ajouter 450 µl de milieu LB
- Incuber 1 heure 30 à 37 °C sous agitation
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- Etaler sur des boîtes de Pétri et incuber une nuit à 37°C
2.6. Screening  des colonies par PCR:
2.6.1) Principe :
Ce type de PCR permet de vérifier la présence de l’insert. Pour cela, une colonie
isolée sur boîte de Pétri est prélevée et resuspendue dans de l’eau stérile. Deux aliquots seront
ensuite préparés, le premier servira à la PCR de screening à l'aide des amorces spécifiques du
vecteur tandis que l’autre sera utilisé pour lancer les cultures des colonies présentant l’insert
attendu.
2.6.2) Protocole!:
- à l’aide d’un tips stérile, prélever une colonie isolée sur boîte de Pétri et
resuspendre
  stérilement dans 20 µl d’H2O
- réaliser de manière stérile, deux aliquots de 10 µl
Le mélange suivant est préparé pour chaque réaction :
- 1X de Buffer 10X (Roche, Mannheim, Allemagne)
- 200 µM de dATP 100mM , de dTTP 100mM, de dCTP 100mM et de dGTP
100mM (Roche, Mannheim, Allemagne)
- 1 µM d’amorce sens (Eurogentec, Seraing, Belgique)
- 1 µM d’amorce anti-sens (Eurogentec, Seraing, Belgique)
- 2,5 unités de Taq Roche (5 U/µl)  (Roche, Mannheim, Allemagne)
Les conditions de la PCR sont décrites au point 3.1.2
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2.7. L’extraction de l’ADN plasmidique :
2.7.1) Principe!:
L’extraction plasmidique est une méthode simple permettant d’isoler rapidement de
l’ADN plasmidique. Celle-ci est réalisée grâce au kit «  Wizard ® SV Plasmid DNA
Purification System » (Promega , Madison, USA). Les cultures bactériennes sont transférées
dans une plaque de culture 96 puits. Elles subissent une étape de centrifugation. Après
élimination du surnageant, le culot est resuspendu. Une solution de lyse puis de neutralisation
sont par la suite ajoutées au culot bactérien. Le traitement du lysat bactérien est décrit ci-
dessous (Figure II.6).
2.7.2) Protocole!:
- Préparer les cultures dans LB+ Ampicilline avec 10 ml resuspension de la colonie
- Transférer dans la plaque 96 puits (1,5 ml/puit )
- Centrifuger la plaque pendant 15 min. à 1500 g
- Resuspendre chaque culot dans 250 ml de solution de resuspension
- Ajouter 250 ml de solution de lyse/puits
- Faire le vide 3 à 5 min. afin que le lysat passe sur la plaque de nettoyage ( lysate
cleaning plate) et sur la plaque de liaison ( DNA binding plate)
- Ajouter 500 ml/puit de solution de neutralisation et appliquer le vide pendant 1
min
- Laver avec 1 ml/puit de solution de lavage et appliquer le vide
- Répéter l'étape de lavage 1X
- Déposer la plaque d’élution
- Ajouter 100 ml/puit d’H2O!«!nucléase free!»
- Incuber 1 min. à t° ambiante et appliquer le vide 1 min.
- Les  échantillons sont récupérer dans la plaque d’élution et sont stockés à – 20°C
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2.8. Caractérisation du clone par restriction:
2.8.1) Principe!:
La restriction permet de vérifier la présence de l’insert dans le plasmide grâce à
l’utilisation de l’enzyme Eco RI coupant de part et d’autre l’insert dans le site multiple de
clonage.
2.8.2) Protocole!:
La digestion se fait dans un volume final de 20 µl. Le mélange suivant est préparé
pour chaque clone :
-   2 µl de tampon H 10X  (Promega, Madison ,USA)
-   2 µl de l’enzyme Eco RI (Promega, Madison ,USA)
-   6 µl d’ H2O
- 10 µl de plasmide
Une incubation est réalisée pendant 1 heure à 37°C. L’ analyse du produit de la restriction
sera effectuée par électrophorèse sur gel d’agarose 2% décrit au point.2.2.2.
2.9. Le séquençage :
2.9.1) Principe!:
Le séquençage des produits de RT-PCR purifiés va permettre de vérifier si la
séquence observée après PCR correspond à la séquence théorique attendue. La technique
utilisée consiste en une PCR incorporant des nucléotides fluorescents. Le kit utilisé est le
suivant : «  ABI.PRISM Dye terminator cycle sequencing ready reaction kit »  de Perkin
Elmer (Foster City, USA).
Le séquençage d’un fragment nucléotidique d’intérêt se fait par PCR avec une seule
amorce spécifique par réaction.
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La méthode repose sur l’utilisation de didésoxynucléotides qui ne savent pas former de lien
phosphodiester avec le déoxyribonucléotide suivant car ils ne possèdent pas de groupement
hydroxyle. De plus, les quatre didésoxynucléotides sont couplés à une molécule fluorescente
différente. Chaque fois qu’un didésoxynucléotide est incorporé dans la chaîne, l’élongation
est bloquée. En fin de séquençage, un ensemble d’amplicons de tailles différentes et terminés
chacun par un nucléotide fluorescent est obtenu. Les échantillons sont ensuite purifiés et
déposés sur un gel d’acrylamide qui permet de séparer les différents fragments à la base près.
Un laser passe ensuite sur le gel et excite les marqueurs fluorescents qui réémettent de la
lumière à leur propre longueur d’onde. L’analyse par un logiciel spécifique de la succession
des émissions permet de déterminer la séquence des amplicons.
2.9.2) Méthode!:
Le mélange suivant est préparé pour chaque réaction de séquençage :
- 6 µl de tampon Tris-HCl 200mM/MgCl2  5mM  pH 9
- 3,2 µl d’amorce 20 µM (sens ou antisens)
- 2 µl de Ready Reaction Mix (didésoxynucléotides, dNTP, Taq polymerase,
MgCl 2 et tampon Tris-HCl pH 9)
- 100 ng d’ADN à séquencer
- porter le volume à 20µl avec de l’H2O.
Le programme de la PCR est le suivant :
-    5 min. à 96 °C
- 25 cycles         30 sec. à 96 °C
                              15 sec à la T° d’annealing choisie
                            4 min. à 60 °C
- temps indéterminé à 4°C
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Purification des produits PCR séquencés :
La purification se fait par précipitation de l’ADN grâce à l’éthanol. De cette façon,
tous les autres composants de la réaction PCR sont éliminés. Pour chaque réaction de
séquençage :
- Préparer 20 µl de produit PCR
                  2 µl de NaOAc 3M, pH 4,6 (Merck, Darmstadt, Allemagne)
                50 µl d’éthanol 95 % (Merck, Darmstadt, Allemagne)
- Incuber 15 min. sur glace dans l’obscurité
- Centrifuger 30 min. à 15000 rpm à 4 °C
- Eliminer le surnageant et resuspendre le culot dans de l’éthanol 70 %
- Centrifuger 15 min. à 15000 rpm à 4 °C
- Eliminer le surnageant
- Sécher les culots au speed vac
Les échantillons sont déposés sur un gel d’acrylamide 4 %.
Analyse des résultats de séquençage:
Les résultats de séquençage ont été analysés dans le programme informatique Blast
(www.ncbi.nih.gov/blast). La spécificité de l’insert a pu ainsi être mise en évidence. Un
alignement est ensuite réalisé entre la séquence théorique du gène et les résultats (sens et
antisens) du séquençage à l’aide du programme  “ multiple sequence alignement ” du BCM
search launcher (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/). Cet alignement permet de vérifier
l’homologie des deux séquences.
2.10. Quantification de molécules d’ADN :
2.10.1) Principe!:
Le kit « PicoGreen dsDNA Quantitation » ( Molecular Probe, USA) est utilisé pour
la quantification de molécules d’ADN double brin. Cette quantification se réalise en solution
à l’aide d’une molécule fluorescente le "Picogreen", qui s’intercale entre les doubles brins de
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l’ADN. Cette méthode inclut un ADN standard Lambda. A partir de ce dernier, une courbe
d’étalonnage est générée afin de déterminer la concentration de l’échantillon.
2.10.2) Protocole!:
          La quantification est réalisée dans une plaque de 96 puits.
- Préparer les différentes dilutions de la courbe de standard (1500, 1000, 600, 400, 200
pg de standard lambda) dans du tampon TE 1X
- Préparer les dilutions des différents échantillons (100X, 250X, 500X et 1000X) dans le
tampon TE1X
- Ajouter du Picogreen en quantité équimolaire à l’abri de la lumière
- Mesurer la fluorescence à une longueur d’onde de 520 nm
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3. Synthèse des ADN trappeurs:
3.1. La PCR ( la réaction de polymérisation en chaîne ) :
3.1.1) Principe!:
La PCR permet d’amplifier des fragments spécifiques d’ADN à partir d’une
séquence nucléotidique servant de matrice (Figure II.7). Cette amplification exponentielle
requiert une ADN polymérase, un couple d’amorces spécifiques, quatre types de nucléotides,
un tampon de réaction ainsi qu’une matrice d’ADN.
La première étape consiste à chauffer le mélange réactionnel afin de dénaturer l’ADN
double brin qui servira de matrice aux amorces. L’annealing ou l’hybridation constitue la
deuxième étape pendant laquelle, les amorces vont s’hybrider sur l’ADN simple brin dénaturé
et former des complexes double brin. Ces derniers vont être reconnus par l’ADN polymérase
et ainsi initier l’élongation. L’élongation constitue la troisième étape. Cette étape permet à
l’ADN polymérase d’achever tous les brins afin d’avoir de l’ADN double brin.
3.1.2) Synthèse des ADN trappeurs par PCR :
La synthèse des ADN trappeurs est réalisée à partir de l’ADN plasmidique obtenu
selon le protocole décrit au point 2.7.2
Dans une première pièce, le mélange suivant est réalisé!:
- 1X de Buffer 10X (Roche, Mannheim, Allemagne)
- 200 µM de dATP 100mM , de dTTP 100mM, de dCTP 100mM et de dGTP
100mM (Roche, Mannheim, Allemagne)
- 1 µM d’amorce sens (Eurogentec, Seraing, Belgique)
- 1 µM d’amorce anti-sens (Eurogentec, Seraing, Belgique)
- 1 unités de Taq Roche (5 U/µl)  (Roche, Mannheim, Allemagne)
Dans une seconde pièce indépendante de la première, l’ADN plasmidique est ajouté.
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Des contrôles négatifs sont réalisés dans chacune des pièces afin de pouvoir
déterminer la présence ou l’absence d’ADN contaminant éventuel. Ces contrôles consistent à
remplacer l’ADN par de l’H2O (blanc PCR1 et blanc PCR2) effectués respectivement dans la
première et seconde pièce).
Programme PCR utilisé!:
- 5 min. à 94°C
- 40 cycles            30 sec. à 94°C
                             30 sec. à la T° d’annealing choisie
                             30 sec. à 72°C
- 10 min. à 72°C
- temps indéterminé à 4°C
3.1.3) Synthèse des ADN cibles :
Les ADN cibles sont également synthétisés par PCR en incorporant des dUTP
biotinylés
(Roche, Mannheim, Allemagne) dans la chaîne nucléotidique. Cette incorporation va
permettre la détection des cibles après hybridation sur le damier.
Le mélange suivant est préparé pour chaque réaction PCR :
- 1X de Buffer 10X (Roche, Mannheim, Allemagne)
- 200 µM en dATP 100mM, 150 µM en dTTP 100mM, 200 µM en dCTP
100mM, 200 µM en dGTP 100mM et 10 µM en dUTP biotinylé 1mM (Roche,
Mannheim, Allemagne).
- 1 µM d’amorce sens
- 1 µM d’amorce antisens
- la quantité désirée de Taq DNA Polymerase (5 unités/µl) (Roche,  Mannheim,
Allemagne).
Les conditions PCR sont notifiées au point 3.1.2
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3.2. Purification des produits PCR :
3.2.1) Principe!:
  Le kit de purification utilisé est «! High Pure PCR Product Purification » (Roche,
Mannheim, Allemagne). Le principe de la purification est basé sur l’adsorption de l’ADN sur
une colonne de silice en présence de sels chaotropiques. Après des lavages, les sels, les
oligonucléotides et les enzymes sont éliminés.
3.2.2) Protocole!:
- Ajouter 500 µl de tampon de liaison par 100 µl de produit PCR à purifier
- Placer la colonne de silice dans un tube collecteur
- Déposer la solution à purifier sur la colonne
- Centrifuger 30 sec. à 13000 rpm.
- Eliminer le surnageant et ajouter 500 µl de tampon de lavage
- Centrifuger 30 sec. à 13000 rpm.
- Eliminer le surnageant et ajouter 200 µl de tampon de lavage
- Centrifuger 1 min. à 13000 rpm.
- Déposer la colonne de silice sur un nouveau tube collecteur
- Déposer 50 µl d’ l’H2O sur la colonne pour éluer l’ADN purifié
- Centrifuger 1 min. à 13000 rpm.
- Répéter l’étape d’élution pour un rendement maximal
3.3. Concentration de l’ADN purifié :
3.3.1) Principe!:
Le kit utilisé pour réaliser la concentration est le  «!Microcon YM-30 ». Ce kit permet
de concentrer simplement et efficacement des solutions de 10 à 500 µl d’échantillons d’ARN
ou d’ADN simple brin ou double brin.
Matériel et méthodes
57
3.3.2) Protocole!:
- Placer le réservoir contenant une membrane de cellulose dans le tube collecteur
- Déposer l’échantillon dans le réservoir et centrifuger 1 min. à 13000 rpm.
- Retourner le réservoir dans un nouveau tube collecteur
- Centrifuger 3 min. à 13000 rpm.
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4. Fixation des ADN trappeurs sur le microdamier à ADN :
4.1. Principe :
La fixation des ADN trappeurs se fait grâce à la formation d’un lien covalent entre
l’amine se trouvant à l’extrémité 5’ de l’ADN et les groupements aldéhydes présents sur la
lame de verre fonctionnalisée. Le dépôt des ADN trappeurs sur les lames de verre se fait à
l’aide d’un robot dont la tête mobile est munie d’une aiguille dont le diamètre est de 250 µm.
Ce type d’aiguille permet de déposer une quantité de solution de l’ordre du nanolitre. Le
diamètre des spots obtenus est d’environ 400µM et la distance entre deux spots est de 800
µM. L’aiguille est lavée et séchée entre chaque nouvelle solution afin d’éviter les
contaminations. Une fois le microdamier réalisé, les lames subissent différents lavages dont
un lavage de 5 minutes au NaBH4 à température ambiante. Ce lavage permet de réduire les
fonctions aldéhydes qui n’ont pas réagi et stabilise les fonctions imines formées.
4.2. Protocole :
Les solutions de fixation!sont préparées dans une plaque multi-puits:
- solution de spotting A dilué 6,5 X (Diaglass AAT, Namur, Belgique)
- solution de spotting B diluée 1000 X (Diaglass AAT, Namur, Belgique)
- les ADN trappeurs à une concentration finale recommandée dans le kit
(Diaglass AAT, Namur, Belgique)
- Placer les différentes lames Diaglass (AAT, Namur, Belgique) ainsi que la plaque
contenant les échantillons sur le robot
- Démarrer le programme adéquat
- Incuber les lames 1 heure à T° ambiante après la réalisation des damiers
- Laver les lames dans une solution de SDS 0,2% à T° ambiante pendant 2 min.
- Laver les lames à H2O distillée pendant 2X2min.
- Laver les lames dans une solution de NaBH4 à T° ambiante pendant 5 min.
- Laver les lames à l’H2O distillée pendant 2 min.
- Dénaturer les lames dans de l’ H2O bouillante pendant 3 min.
- Sécher les lames à T°ambiante
- Stocker les lames à 4°C jusqu’à leur utilisation
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5. Extraction d'ARNm
5.1. Extraction de l’ARNm à partir de tissus :
5.1.1) Principe!:
La technique de l’extraction directe de l’ARNm est basée sur l’utilisation d’une cellulose
couplée à des  oligonucléotides constitués d’une suite de Thymidine (dT). Cette méthode
d’extraction exploite donc la caractéristique principale de l’ARNm eucaryotique à savoir, la
polyadénylation.
L’extraction de l’ARNm de tissus repose sur différentes étapes distinctes. La première
étape consiste en la dégradation des tissus et l’inactivation des RNases endogènes. Cette
dégradation est  réalisée par un tampon de lyse contenant un mélange de protéases. Ces
protéines ont pour rôle d’empêcher la dégradation de l’ARN et de l’ADN. Suite à l’étape de
lyse, l’ajout de NaCl permet une meilleure adhérence de l’ARN sur la cellulose ainsi qu’une
meilleure  précipitation de l’ADN. L’ensemble est mis en présence de cellulose oligo (dT) qui
fixe l’ARNm via la queue polyA. Ce mélange est déposé par la suite sur une colonne. Les
premiers lavages sont  réalisés à l’aide d’un  tampon destiné à éliminer l’ADN et les
protéines. Les deux lavages suivants se font à l’aide d’un tampon de faible concentration
ionique permettant l’élimination de l’ARN non polyadénylé. L’étape suivante consiste en
l’élution. Pour cela, un tampon d’élution ne contenant plus de sels est utilisé afin de décrocher
l’ARNm. Quant à la dernière étape, elle consiste en la précipitation de l’ARNm.
5.1.2) Protocole!:
Pour éviter toute dégradation de l’ARN, il est indispensable de créer un environnement
« Rnase free ». Tout matériel utilisé doit être rendu « Rnase free » par un traitement au four
pendant au minimum 6 heures à 180°C ou par une incubation d’une nuit dans une solution de
SDS 1%.
L’extraction est réalisée au moyen du kit «!Micro-Fast track 2.0 » de chez Invitrogen
(Life technologies, USA)
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- Préparer le tampon de lyse pour chaque échantillon
- Ajouter 1 ml de tampon de lyse par échantillon  (200 mg de tissu) et homogénéiser
à l’aide d’une seringue.
- Incuber 20 min. à 45°C et centrifuger ensuite 5 min. à 6000 rpm et à T° ambiante.
- Transférer le surnageant dans un nouveau tube Eppendorf et ajouter le NaCl 5M.
- Faire passer 3 ou 4 fois l’ADN dans la seringue, transférer sur la cellulose oligo
(dT) et mélanger le tout pendant 20 min. à température ambiante.
- Centrifuger à 6000 rpm pendant 5 min. et éliminer le surnageant.
- Resuspendre la cellulose oligo (dT) dans 1,3 ml de tampon de liaison, centrifuger à
6000 rpm pendant 5 min et éliminer le surnageant. Cette étape est répétée 1X
- Resuspendre la cellulose oligo (dT) dans 300 µl de tampon de liaison, transférer
sur les colonnes, centrifuger à 6000 rpm pendant 10 sec. et éliminer le surnageant.
- Laver avec 500 µl de tampon de liaison, centrifuger à 6000 rpm pendant 10 sec. et
lire la densité optique ( D.O ) du surnageant. ( à répéter tant que la D.O est > à
0,05)
- Ajouter 200 µl de tampon de lavage Low Salt , centrifuger à 6000 rpm pendant
10 sec., transférer dans un nouveau tube et éliminer le surnageant. Cette étape est
répétée 1X
- Transférer la colonne dans un nouveau tube, resuspendre l’oligo (dT) à l’aide de
200 µl de tampon d’élution et centrifuger 10 sec. à 6000 rpm. Cette étape est
répétée 1X
- Enlever la colonne et ajouter aux 400 µl, 20 µl de glycogène, 60 µl d’acétate de
sodium 2M et 1,2 ml d’éthanol 100 %!.
- Placer le tout à  –70°C pendant 30 min.
- Centrifuger 15 min. à 13000 rpm à 4°C pour récupérer l’ARNm
- Eliminer l’éthanol et resuspendre l’ARNm dans 10 µl d’ H2O Rnase-free
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5.2. Quantification de l’ARNm par mesure de l’absorbance :
La mesure de l’absorbance à 260 nm permet de déterminer la concentration en molécule
d’acide nucléique telle que l’ARN. Quant à la mesure de l’absorbance à 280 nm, elle
détermine la concentration protéique de la solution. Le rapport des absorbances 260 /280 nm
donne une indication quant à la pureté de la solution. Ce rapport doit être compris entre 1,7 et
2.
5.3. Analyse de l’intégrité de l’ARN sur gel d’agarose dénaturant:
5.3.1) Principe!:
   Le gel dénaturant d’agarose 1% permet de vérifier la qualité de l’ARN obtenu après
extraction.
5.3.2) Protocole!:
- Traiter la cuve d’électrophorèse et tout le matériel à utiliser au SDS 1% pendant une
nuit
- Rincer la cuve (traitée) avec de H2O
- Prélever le volume nécessaire de formaldéhyde (13,5 ml/gel de 75 ml) et incuber
dans un bain à 60 °C
- Préparer le mélange suivant!:
- 57,7 ml d’ H2O-DEPC
- 1 g d’agarose Rnase free
- 3,75 ml MOPS 20X
- Incuber le mélange à 60°C pendant 10min. puis ajouter le formaldéhyde
- Couler le gel sous hotte et laisser 1 heure
- Préparer le tampon d’électrophorèse MOPS 1X
- Préparer les échantillons!pour un volume final de 10 µl:
- 3 µg d’ARN
- 3,75 µl de Formamide (Merck,Darmstadt,Allemagne)
- 0,5 µl de MOPS 20X  (Sigma,Saint-Louis,USA)
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- 0,5 µl de Rnasin (40 U/ml) (Promega,Madison,USA)
- 1,3 µl de Formaldéhyde (Sigma,saint-louis, USA)
- Incuber les échantillons à 65°C pendant 15 min. puis déposer sur glace
- Mélanger les échantillons et ajouter 2 µl de bromure d’éthidium "Rnase free"
- Ajouter le bleu
- Déposer les échantillons et laisser migrer à 100 volt pendant 30 min.
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6. Synthèse des cDNA par RT :
6.1. Principe :
La RT consiste à réaliser la synthèse d’un ADN complémentaire à l’ARNm. Une oligo
(dT) complémentaire de la queue poly-A de l’ARNm est utilisé comme amorce pour réaliser
la synthèse du premier brin d’ADNc (Figure II.8). Un nucléotide marqué à la biotine est
incorporé lors de la synthèse de l’ADNc. Lors de cette réaction, trois types différents d’ARN
synthétique (standards internes) sont ajoutés. Ces standards internes sont introduits en
quantités différentes et serviront notamment de contrôles positifs de l’étape de
rétrotranscription.
6.2. Protocole :
Le mélange suivant est réalisé!:
- 1 µl du standard interne #1 (10 ng)
- 1 µl du standard interne #2 (1 ng)
- 1 µl du standard interne #3 (0,1 ng) 
- 0,5 µg d’ARNm
- 2 µl d’oligo (dT) ( 500 ng/µl) (Invitrogen, Life technologies, USA)
- Amener le volume à 9,5 µl avec de l’ H2O Rnase free
- Incuber à 70°C afin de dénaturer l’ARNm pendant 10 min.
- Refroidir sur glace pendant 5 min.
- Ajouter sur glace le mélange réactionnel suivant:
- 4 µl de Buffer RT 5X
- 2 µl de DTT 0,1 M (Invitrogen, life technologies, USA)
- 1 µl de Rnasin, inhibiteur de ribonucléase (40 U/µl) ( Promega, Madison,
USA )
- 2 µl de mix dNTP (500 µM de dATP, 500 µM de dTTP, 500 µM de dGTP,
  80 µM de dCTP et 80 µM de dCTP biotinylé) (Roche, Mannheim,
Allemagne)
- Incuber 5 min. à T° ambiante
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- Ajouter 300 unités de reverse trancriptase (Superscript TM II Rnase H, 200 U/µl)
(Gibco,Life technologies,USA) et incuber pendant 1 heure 30 min. à 42°C
- Ajouter 300 unités de reverse trancriptase (Superscript TM II Rnase H, 200 U/µl )
(Gibco,Life technologies,USA)
- Incuber pendant 1 heure 30 min.à 42°C
- Incuber pendant 15 min. à 70°C. Cette incubation permet d’inactiver la reverse
transcriptase
- Ajouter 2 U de Rnase H (2 U/µl) (Gibco,Life technologies,USA) et incuber 20 min. à
37°C
- Dénaturer à 95 °C pendant 3 min. et stocker à – 20 °C
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7. Hybridation sur les microdamiers à ADN :
7.1. Principe :
Toute hybridation repose sur le même principe, à savoir, la capacité que possède
l’ADN simple brin de s’associer à sa séquence complémentaire., dans des conditions physico-
chimiques précises. L’appariement des bases des deux brins se fait préférentiellement à une
température inférieure de 10 °C à la valeur de la température de fusion (Tm) des fragments
complémentaires.
7.2. Protocole d’hybridation de produits PCR :
L’hybridation de ces produits PCR permet d'une part de contrôler l'absence de
contamination éventuelle lors de la fixation des ADN trappeurs et d'autre part permet de
vérifier la spécificité des ADN trappeurs entre eux. Le mélange suivant est réalisé :
- 6,5 µl d’HybriBuffer A ( AAT, Namur, Belgique)
- 26 µl d’HybriBuffer B (AAT, Namur, Belgique)
- 5 µl de produits PCR biotinylés
- 2 µl de contrôle positif d’hybridation (AAT, Namur, Belgique)
- amener à un volume final de 65 µl avec de l’ H2O
- Coller la chambre d’hybridation autour du damier sur les lames
- Déposer les 65 µl de solution d’hybridation sur le damier
- Sceller la chambre d’hybridation à l’aide d’un couvre-objet
- Incuber pendant 2 heures à 65°C dans un four à hybridation
- Enlever le couvre-objet, la chambre d’hybridation et placer directement la lame dans
une solution de lavage (AAT, Namur,Belgique) + Tween 0,1 % (Sigma, Saint Louis,
USA)
- Laver dans le tampon de lavage + Tween 0,1 % pendant 4X 2 min. à T° ambiante
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7.3. Protocole d’une hybridation d’un produit de rétrotranscription :
  Le mélange suivant est réalisé :
- 6,5 µl d’HybriBuffer A ( AAT, Namur, Belgique)
- 26 µl d’HybriBuffer B (AAT, Namur, Belgique)
- 22 µl de cDNA ( entièreté du produit de rétro-transcription)
- 2 µl de contrôle positif d’hybridation (AAT, Namur, Belgique)
- Amener à un volume final de 65 µl avec de l’ H2O
- Coller la chambre d’hybridation autour du damier sur les lames
- Déposer les 65 µl de solution d’hybridation sur le damier
- Sceller la chambre d’hybridation à l’aide d’un couvre-objet
- Incuber pendant une nuit  (± 16 heures) à 60°C dans un four à hybridation
- Enlever le couvre-objet, la chambre d’hybridation et placer directement la lame
dans une solution de lavage (AAT, Namur, Belgique) + Tween 0,1 % (Sigma, Saint
Louis, USA)
- Laver dans le tampon de lavage + Tween 0,1 % pendant 4X 2 min. à T° ambiante
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8. Détection du microdamier à ADN:
8.1. Principe :
Suite à l’hybridation, les hybrides formés vont être détectés à l’aide d’un conjugué
anticorps antibiotine marqué à la cyanine 3. Ce dernier va reconnaître les nucléotides
biotinylés incorporés dans les cibles. Le fluorochrome cyanine 3 émet à une longueur d’onde
de 565 nm suite à une excitation à une longueur d’onde de 550 nm. Un scanner confocal «!
GMS 418 Array Scanner!» (Genetic MicroSystems, Affymetrix, USA ) va permettre cette
détection suite à l’excitation du fluorochrome par un laser. La lumière réémise est amplifiée
par un photomultiplicateur!. Pour les différentes études réalisées, chaque lame est scannée à
quatre gains ( 100, 70, 50 et 30 )!afin de pouvoir contourner la saturation des spots.
8.2. Protocole :
- Diluer 1000X  le conjugué Anticorp cyanine 3 (Jackson Immuno Research,
Baltimore, USA) dans une solution de blocage (AAT, Namur, Belgique)
- Incuber les lames avec 800 µl de conjugué pendant 45 min.
- Laver dans le tampon de solution de lavage (AAT, Namur, Belgique) + Tween
0,1 % (Sigma, Saint Louis, USA) à T° ambiante pendant 5X 2 min.
- Laver à l’H2O distillée pendant 2X 2 min. à T°ambiante
- Sécher à T° ambiante et scanner.
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9. Quantification des spots :
9.1. Principe :
Après avoir scanné les lames, les différents spots sont quantifiés à l’aide du
programme Imagene 4.1 (Biodiscovery, Californie, USA). Ce dernier permet de déterminer la
moyenne de l’intensité du signal émis par chacun des spots ainsi que la moyenne de
l’intensité du bruit de fond entourant chaque spot. Les valeurs obtenues par l’intermédiaire de
ce programme vont permettrent de déterminer après normalisation la variation d’expression
génique d’une situation test par rapport à une situation contrôle.
9.2. Traitement des données :
La première étape consiste en la soustraction de l’intensité du bruit de fond local de
l’intensité du signal de chacun des spots. La moyenne des trois spots correspondant à chaque
gène est par la suite effectuée. Les valeurs sont considérées comme acceptables si elles sont
supérieures à 2,5 fois à la valeur du bruit de fond correspondant.
9.3. Normalisation des données :
La normalisation va être réalisée en deux étapes. La première consiste en
l’utilisation de trois standards internes introduits dans la rétrotranscription en quantités
différentes. Ces derniers vont permettre de normaliser les réactions de rétrotranscription,
d’hybridation et de détection. Cette normalisation est réalisée de manière locale suite à une
répartition différentielle des standards internes sur le damier afin de contrôler un bruit de fond
éventuellement non homogène. La seconde étape de la normalisation va être effectuée par les
« housekeeping » genes. Ces derniers sont des gènes ubiquitaires qui quelque soit le tissu et le
traitement subi, présentent une expression stable. Cette normalisation est réalisée de manière
globale. Suite à cette normalisation, les données sont exprimées en terme de rapport entre la
valeur du test et celle de la référence. Les valeurs supérieures à 1 correspondent à une
augmentation de l’expression du gène considéré par rapport aux contrôles. Les valeurs
comprises entre 0 et 1 correspondent à une diminution de l’expression du gène.
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OBJECTIFS
La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative lente et irrémédiable qui
affecte les mouvements volontaires de l’individu. Les premiers symptômes sont dus à la
dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques au niveau de la substance noire du
cerveau. Afin de pouvoir étudier la modulation de l’expression génique de l’ensemble des
récepteurs aux protéines G suite à un stimulus tel que des neurotransmetteurs
dopaminergique, le développement d’un microdamier à ADN a été envisagée.
Dans le cadre de ce mémoire, l’objectif du travail est de développer un outil
permettant d’analyser la variation de l’expression de différents récepteurs associés aux
protéines G impliqués dans la maladie de Parkinson. Cette analyse va être réalisée grâce au
développement d’un microdamier dédié aux récepteurs aux protéines G et plus
particulièrement aux récepteurs à la dopamine et à l’histamine. Neufs gènes ont ainsi été
sélectionnés pour être étudiés dans le cadre de ce mémoire : les cinq sous-types des récepteurs
à la dopamine (D1, D2, D3, D4 et D5), ainsi que quatre sous-types des récepteurs à
l’histamine( H1, H2, H3 et H4). Ces récepteurs ont été choisis sur base de leur implication
plus ou moins connue et importante dans la maladie de Parkinson.
La première étape du travail consiste à développer le microdamier à ADN. Afin de
pouvoir synthétiser les ADN trappeurs des neuf gènes sélectionnés, la recherche de clones
correspondant à ces gènes est nécessaire. Dans le cas où les clones ne sont pas disponibles, un
fragment d’ADN spécifique des gènes d’intérêts sera synthétisé par RT-PCR et cloné. Sur
base des clones générés, les ADN trappeurs pourront être synthétisés et fixés sur lame de
verre.
Le second objectif de ce mémoire est de valider l’outil développé en étudiant
l’expression des récepteurs à la dopamine et l’histamine impliqués dans la maladie de
Parkinson. Le modèle utilisé pour étudier cette pathologie est celui de rats traités à la 6-
OHDA.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS
Développement du microdamier à ADN :
1. Recherche de clones pour les récepteurs à la
dopamine et à  l'histamine:
La recherche des clones possédant la séquence d’interêt est réalisée dans la banque
RZPD. Seuls les clones des récepteurs à la dopamine D1 et D2 étaient disponibles. (Tableau
1).  Suite à l’obtention de ces clones sous forme de culture solide, un étalement sur boîte de
Pétri est réalisé afin de permettre d’isoler une colonie. Pour déterminer si le plasmide
contenant bien l’insert désiré, une PCR dite «!de screening » a été réalisée à l’aide des
amorces spécifiques du vecteur, à savoir T3 et T7 sur une colonie isolée. Le protocole utilisé a
été décrit au point 2.6.2.
Les produits PCR ont été analysés par électrophorèse sur un gel d’agarose 2 %. Ceux-
ci présentent bien la taille attendue (Figure IV.1).
L’extraction de l’ADN plasmidique a été entreprise à partir d’une culture liquide,
selon le protocole décrit au point 2.7.2. Cet ADN plasmidique a ensuite été quantifié et
séquencé. Ce séquençage a été réalisé avec les amorces du vecteur, à savoir T3 et T7. Le
protocole de séquençage est décrit au point 2.9.2. Les profils de séquençage ainsi que le
résultat final du séquençage se trouve en annexe 1. Les résultats indiquent que les deux clones
obtenus contiennent bien un insert correspondant aux deux séquences d'ARNm Drd1 et Drd2.
Dans la mesure où la recherche dans les banques de clones telles que RZPD a été
infructueuse pour les autres récepteurs à la dopamine (D3, D4, D5) et à l’histamine (H1, H2,
H3, H4), la synthèse d’un fragment d’ADN correspondant à ces derniers a été entreprise.
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2. Synthèse d’un fragment d’ADN pour les récepteurs à
la dopamine (D3, D4, D5) et à l’histamine (H1, H2, H3 et
H4):
La première étape de cette synthèse consiste à générer un fragment d’ADN
correspondant aux différents récepteurs à la dopamine (D3, D4, D5) et à l'histamine (H1, H2,
H3 et H4) par RT-PCR. Ces produits de RT-PCR seront ensuite clonés.
2.1. Choix des amorces servant à la RT-PCR :
La toute première étape du travail consiste à rechercher un couple d’amorces
spécifiques de la séquence à analyser selon les critères détaillée au point 1.3. La recherche
s’est donc faite pour les sous types D3, D4, D5 du récepteur à la dopamine ainsi que pour les
quatre sous-types du récepteur à l’histamine H1, H2, H3 et H4.
Le tableau 2 reprend les différentes caractéristiques du choix de la séquence d’ARNm à
analyser, (numéro d’accession à Genbank), des amorces utilisés pour la synthèse d’un
fragment d’ADN par RT-PCR (la séquence des couples d’amorces, le Tm) ainsi que la taille
attendue du produit de RT-PCR. Sur base de ce choix des amorces, la synthèse des différents
fragment d’ADN a été entreprise.
2.2. Synthèse d’un fragment d’ADN par RT-PCR :
La synthèse d’un fragment d’ADN complémentaire à la séquence d’ARNm a été
réalisée grâce à la technique de la RT-PCR. Le protocole de cette méthode a été décrit au
point 2.1.2. Le matériel de base utilisé est de l’ARNm extrait à partir de striatum de cerveau
de rat. Le tableau 3 reprend les température d’annealing utilisées pour la synthèse des
fragments d’ADN par RT-PCR ainsi que la taille attendue des fragments d'ADN pour les
sous-types du récepteur à la dopamine (D3,D4,D5) ainsi que les sous-types du récepteur à
l’histamine (H1,H2, H3,H4).
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Les différents produits de RT-PCR obtenus ont été analysés sur un gel d’agarose 2%.
Les deux seules réactions de RT-PCR ayant permis d’obtenir une bande unique à la taille
attendue, sont celles réalisées pour les récepteurs à l'histamine H1 et H4 (Figure IV.2). Les
produits obtenus par RT-PCR pour les gènes D3, H2 et H3 présentent la bande d’intérêt à la
taille attendue mais également d’autres bandes non spécifiques (Figure IV.3).
Pour le récepteur à la histamine, un fragment d’ADN pour chaque sous-types a été
obtenu ainsi que pour le sous-type D3 récepteur à la dopamine. Quant aux deux sous-types D4
et D5, aucun fragment d’ADN n’ a été synthètisé. Plusieurs optimalisations sont  envisagées
pour D4 et D5.
2.3. Optimalisations de la RT – PCR de D4 et D5 :
Les optimalisations envisagées à différents niveaux sont résumées au tableau 4.
Dans un premier temps, plusieurs échantillons d’ARNm provenant de différents types
de tissu sont étudiés afin de mettre en évidence dans quel type de tissus, les sous-types D4 et
D5 du récepteur à la dopamine sont le mieux exprimés. Les différents tissus testés sont les
suivants :
- Le striatum (région spécifique du cerveau) provenant de rat "Sham". Un rat
"Sham" est un rat ayant subi entièrement la chirurgie mais sans la molécule
d’intérêt.
- Le striatum provenant de rat ayant subit une lésion à la 6-OHDA.
- Le cerveau entier de rat sain afin de vérifier si D4 et D5 sont exprimés de
manière plus importante dans une autre région du cerveau que le striatum.
Les conditions de RT-PCR sont décrites au point 2.1.2.
Suite à l’analyse par électrophorèse sur gel d’agarose 2% des différents produits de
RT-PCR, aucune amplification n’a été obtenue quelque soit le type de tissu utilisé. Ce résultat
met en évidence la faible quantité d’ARNm correspondant à ces deux sous-types du récepteur
à la dopamine quelque soit le tissu. Afin d’augmenter l’efficience de la RT-PCR, cette
dernière va été réalisée sur des quantités croissantes d’ ARN.
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Dans un second temps, les RT-PCR ont été réalisées en présence de quantités
croissantes d’ARNm provenant des différents tissus. Les concentrations testées sont 10 ng,
50 ng, 100 ng et 200ng. Seules les concentrations de 50 ng et 100 ng pour l’ARNm issu
du striatum traité à la 6-OHDA génèrent plusieurs bandes mais de très faible intensité. Ces
bandes sont trop faibles que pour être extraites et purifiées à partir du gel. Ces résultats
confirment que les récepteurs à la dopamine D4 et D5 sont très faiblement exprimés au niveau
du striatum.
Suite à l’obtention de ces résultats, un kit spécialement conçu pour l’amplification
d’ARNm faiblement exprimés a été utilisé : le kit “ Superscript one-step RT-PCR with
Platinum Taq ” (Invitrogen). Les RT–PCR ont été réalisées sur les trois types d’ARNm testés
précédemment et ce à une concentration, 50ng. Le protocole de ce nouveau kit a été décrit au
point 2.1.2.2. Aucune bande n’est observée après électrophorèse sur gel d’agarose quelque
soit le tissu utilisé et la concentration en ARNm.
D'une part peu d’informations sont disponibles quant aux rôles joués par ces deux
sous-types récepteurs à la dopamine dans la maladie de Parkinson et d'autre part leur trop
faible taux d’expression au niveau du striatum. nous ont décidé à retirer les deux sous-types
de la sélection des gènes établies pour le développement du microdamier à ADN dédié aux
récepteurs aux protéines G.
Suite à l'obtention des différents fragments d'ADN par RT-PCR pour les différents
récepteurs à la dopamine et à l'histamine, l'étape d'extraction et la purification à partir du gel
sont envisagées.
2.4. Purification des différents fragments d’ADN synthétisés par RT-PCR :
La purification des fragments synthétisés a été réalisée à partir de l'extraction de la
bande spécifique du gel. Cette purification consiste à extraire du gel d’agarose, la bande
d’ADN d’intérêt afin de s’assurer de la pureté du matériel. Le protocole de ce type de
purification a été expliqué au point 2.3.3. Suite à la purification, les différents produits ont été
analysés par électrophorèse sur gel d’agarose 2%.
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Les fragments d’ADN spécifiques ainsi obtenus par RT-PCR pour les différents
récepteurs à la dopamine et à l'histamine ont été séquencés suivant le protocole décrit au point
2.9.2. La spécificité des fragments séquencés par rapport à la séquence des récepteurs
correspondant a été mise en évidence par le séquençage. Suite à la synthèse de ces fragments
ADN pour chacun des récepteurs étudié, le clonage de ces derniers a été envisagés.
2.5. Clonages dans le vecteur pGEMT easy :
Le clonage des différents produits de RT-PCR pour les récepteurs à la dopamine et à
l'histamine   D3 , H1, H2 , H3 et H4 ont été réalisés à l’aide du kit de clonage “ pGEMT easy
vector system I ”. Le protocole de clonage a été décrit au point 2.5.2.
Suite à l’obtention de colonies après transformation, une PCR de screening a été
réalisée sur les colonies blanches resuspendues dans de l’eau Nuclease free. Cette PCR est
effectuée à l’aide des amorces spécifiques utilisées lors de la RT-PCR (Tableau2). Le
protocole est décrit au point 2.6.2.
Suite à l’analyse de l’électrophorèse sur gel d’agarose 2%, seul le clone D3 présente
une bande à la taille attendue à savoir 693 bp (Figure IV.5). Le reste de la resuspension de la
colonie D3 donnant une amplification à la taille attendue a permis l’ensemencement d’une
culture liquide. A partir de cette dernière, l’extraction de l’ADN plasmidique a été effectué
selon le protocole décrit au point 2.7.2.
Quant aux colonies correspondant au sous-type du récepteur à l'histamine (H1, H2,
H3, H4), la PCR a mis en évidence l’absence de l’insert attendus. Ce problème de clonage est
probablement lié à la faible quantité de matériel de départ, à savoir que ces gènes sont très
faiblement exprimés.
Suite à ce faible taux de réussite des clonages des produits de RT-PCR, une autre
alternative a été envisagée pour les quatre sous-type du récepteur à l’histamine (H1, H2, H3,
H4). Afin d’amplifier le fragment d’ADN synthétisé, la réalisation d’une « Nested PCR » sur
le produit de RT-PCR purifié a été envisagée.
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2.6. Synthèse des fragments d’ADN par « Nested PCR » pour les récepteurs à l’histamine
(H1, H2, H3,H4):
La « Nested PCR » est une seconde amplification réalisée sur le produit de RT-PCR.
Les amorces utilisées sont spécifiques de la séquence d'ARNm à étudier et sont localisées à
l’intérieur du fragment d'ADN synthétisé par RT-PCR. Cette double amplification génère un
fragment d’ADN de taille inférieure à celui utilisé comme matrice. Cette stratégie a été
appliquée pour les quatre sous-types du récepteur à l’histamine à savoir H1, H2, H3 et H4 afin
d’augmenter la sensibilité de la détection pour la mise en évidence de ces transcripts.
Le tableau 5 reprend les caractéristiques des amorces utilisées lors de la synthèse des
fragments d’ADN par Nested PCR (séquence des amorces utilisées, le Tm de chacune) ainsi
que la taille attendue pour le produit d’amplification des quatre sous-types du récepteur à
l'histamine. La nested PCR se base sur le protocole de PCR décrit au point 3.1.2.
Les produits PCR de chacun du sous-type du récepteur à l’histamine ont été analysés
par électrophorèse sur gel d’agarose 2% (Figure IV.6). Pour chacun, une bande à la taille
attendue a été obtenue.
Ces produits de la « Nested PCR » ont ensuite été utilisés pour le clonage dans le
vecteur pGEMT easy selon le protocole décrit au point 2.5.2. Suite à la transformation dans
les bactéries compétentes SURE, une PCR de screening sur les colonies blanches a été
réalisée à l'aide des amorces utilisées lors de la « Nested PCR ». Les produits des PCR de
screening ont été analysés sur gel d''agarose 2% par électrophorèse et ont mis en évidence la
présence d'une bande à la taille attendue pour chacun des sous-types. L’utilisation de la
« Nested PCR » a donc permis d’augmenter le rendement du clonage. En effet, toutes les
colonies blanches testées, présentaient l’insert à la taille attendue.
2.7. Extraction d’ADN plasmidique et quantification :
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Afin d’obtenir une quantité importante de matériel, une culture des différents clones
correspondant aux récepteurs à la dopamine et à l'histamine suivie de l’extraction de l’ADN
plasmidique a été réalisée. Une quantification des différents plasmides à l’aide d’un dosage
basée sur l’utilisation d’une molécule fluorescente, le « Picogreen » a ensuite été effectuée.
Les protocoles de l’extraction de l’ADN plasmidique et quantification sont décrits aux point
2.7.2 et 2.10.2.
2.8. Caractérisation des clones par séquençage :
Afin de s’assurer la spécificité de la séquence clonée, les différents clones des
récepteurs à la dopamine et à l’histamine ont été séquencés à l’aide des amorces utilisées  lors
de la «Nested PCR».
Les profils de séquençage ainsi que les résultats finaux se trouvent suite en annexe 2.
La spécificité des clones a été mise en évidence pour chacun des sous-types des récepteurs à
la dopamine (D3) et à l’histamine (H1, H2, H3, H4).
La synthèse des ADN trappeurs correspondants aux différents récepteurs à la
dopamine et à l’histamine va pouvoir être envisagée suite à l’obtention de clones pour
chaques sous-types.
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3. Synthèse des ADN trappeurs et ADN cibles :
Afin de pouvoir réaliser la fabrication du microdamier à ADN dédié aux protéines
G, les ADN trappeurs correspondant aux récepteurs à la dopamine et à l'histamine vont être
synthétisés.
3.1. Choix des amorces servant à la synthèse des ADN trappeurs :
Le choix des amorces a été effectué selon le même procédé que celui décrit au point
2.1.de cette partie. Les amorces utilisées sont celles destinées à amplifier la séquence
correspondant à l’ADN trappeur. Celui-ci doit posséder une amine en son extrémité 5’.
L’ajout de l’amine se fera suite à l’utilisation dans la PCR d’une amorce sens possédant une
amine en son extrémité 5’
Le tableau 6 reprend les caractéristiques des amorces utilisées lors de la synthèse des ADN
trappeur par PCR (séquence des amorces utilisées, le Tm de chaque amorce) ainsi que la taille
attendue pour le produit d’amplification.
3.2. Mise au point des PCR d’ADN trappeurs :
Suite aux choix des amorces spécifiques des ADN trappeurs, une amplification par
PCR a été effectuée sur l’ADN plasmidique de chacun des clones correspondant aux
différents récepteurs à la dopamine et à l’histamine. Pour chaque PCR, deux paramètres de la
PCR ont été testés, à savoir, la quantité d’enzyme (1U ou 2U) et la concentration en ADN
plasmidique (1ng ou 10 ng). Le protocole a été décrit au point 3.1.2.
Les produits PCR correspondant aux ADN trappeurs ont été déposés sur gel d’agarose
2%. L’analyse des profils d’électrophorèse des ADN trappeurs permet de conclure que les
ADN trappeurs synthétisés de chacun des récepteurs à la dopamine présentent bien la taille
attendue (Figure IV.7).
La quantité d'ADNplasmidique et le nombre d'unité de la polymérase dans la PCR
n'influencent pas de manière significative l'efficience de la PCR des ADN trappeurs. La seule
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différence mise en évidence concerne la PCR de l'ADN trappeur pour le récepteur à
l'histamine H4
Le tableau 7 reprend les conditions retenues suite à l’optimalisation des conditions de
PCR pour la synthèse des ADN trappeurs de chacun des sous-types des récepteurs à la
dopamine et à l’histamine
3.3. Synthèse des ADN trappeurs et ADN cibles :
La PCR étant mise au point, la production des ADN trappeurs a été effectuée dans les
conditions décrites dans le tableau 7. En parallèle, les ADN cibles ont été synthétisés. Ces
derniers correspondent aux ADN trappeurs mais sont biotinylés grâce à l’incorporation de
dUTP biotinylés lors de la PCR. Ces ADN cibles permettront par la suite de tester la
spécificité d'une part du microdamier développé et d'autre part des ADN trappeurs entre eux.
3.4. Purification et quantification des ADN trappeurs :
Chaque ADN trappeur synthétisé est ensuite purifié à l’aide du kit «! High Pure
PCR Product Purification » selon le protocole décrit au point 3.2.2. Cette purification est
suivie d’une concentration réalisée suivant le protocole décrit au point 3.3.2. Suite à leur
purification, les ADN trappeurs sont quantifiés selon le protocole décrit au point 2.10.2. En
plus des sept ADN trappeurs correspondant aux sous-types des récepteurs à la dopamine ainsi
qu'à l'histamine, des ADN trappeurs de contrôle vont être synthétisés.
3.5. Synthèse des ADN trappeurs de « housekeeping genes » :
En plus des sept ADN trappeurs correspondant aux récepteurs à la dopamine et à
l'histamine associés aux protéines G, des ADN trappeurs de « housekeeping gene » ont été
synthétises. Les « housekeeping genes » sont des gènes ubiquitaires présentant une expression
stable quelque soit le tissu et le traitement appliqué à l’animal. Ces gènes sont utilisés afin de
vérifier que la différence d'expression des gènes observée ne provient pas de variables
expérimentales. (DeRisi et al, 1996)
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Dans le cas de cette étude, quatre « housekeeping genes » ont été sélectionnés: la ß-
actine, l’ubiquitine, la protéine ribosomiale S 29 et la tubuline alpha. Les clones étant
disponibles au laboratoire, les PCR des différents ADN trappeurs ont été synthétisés. Le
protocole de la PCR est décrit au point 3.1.2.
Le tableau 8 reprend les caractéristiques de la séquence d'ARNm à analyser (numéro
d'accession Genbank, la séquence des amorces utilisées lors de la synthèse par PCR des ADN
trappeurs des « housekeeping genes » (séquence des amorces utilisées, le Tm de chacune), la
température d’hybridation des amorces utilisées ainsi que taille attendue pour le produit
d’amplification.
Les produits PCR correspondant aux ADN trappeurs ont été déposés sur gel d’agarose
2%. L’analyse des profils d’électrophorèse des ADN trappeurs permet de conclure que les
ADN trappeurs synthétisés pour chacun des « housekeeping genes » présentent bien la taille
attendue (Figure IV.8).
3.6. Synthèse de standards internes :
Afin de pouvoir contrôler et normaliser les différentes réactions constituant la
technologie des microdamiers à ADN, trois standards internes ont été synthétisés. Ces
standards sont des molécules d’ARN synthétiques comprenant une queue polyA à l'extrémité
3’. Suite à l’introduction de ces derniers, en quantité connue, dans la réaction de
rétrotranscription, ils vont permettre de contrôler l'efficience de la rétrotranscription, de
l’hybridation et de la détection.
3.6.1) Choix des trois Standard internes de plantes!:
Trois gènes de feuilles de tomates ont été choisis, à savoir rbcl, rca et cab. Ces trois
gènes sont impliqués dans la synthèse de chlorophylle végétale et aucune homologie de ces
gènes avec les gènes eucaryotes n’a été mise en évidence. Les clones correspondant à ces trois
gènes sont disponible au laboratoire.
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3.6.2) Synthèse des standard internes :
La synthèse des standards internes se divise en deux étapes. Dans un premier temps, la
synthèse d’un produit PCR contenant à son extrémité 5’ la séquence promoteur T7 et à son
extrémité 3’, une queue de thymine, a été effectuée L’introduction de la séquence du
promoteur T7 dans la séquence a été effectuée au moyen d’une amorce comprenant une partie
spécifique de l’insert suivi d’un bout flottant correspondant à la séquence du promoteur T7.
La seconde amorce contient elle aussi une région spécifique de l’insert suivi d’un bout flottant
constitué d’une queue thymine (Figure IV.9).
Le tableau 9 reprend les caractéristiques de la séquence d'ARNm à analyser (numéro
d'accession Genbank, la séquence des amorces utilisées lors de la PCR réalisées dans le cadre
de la synthèse des standard internes, le Tm de chacune), la température d’hybridation des
amorces utilisées ainsi que la taille attendue pour le produit d’amplification.  Le protocole de
PCR utilisé est décrit au point 3.1.2.
Les produits PCR ont été analysés par électrophorèse sur gel d’agarose 2%. L’analyse
des profils d’électrophorèse met en évidence la présence d’une unique bande de taille attendue
pour chaque produit PCR.  (Figure IV.10).
Dans un second temps, le produit PCR synthétisé va être utilisé comme matrice pour
la synthèse de l’ARN synthétique par transcription in vitro. La T7 RNA polymérase utilisée
va initier la transcription à partir de la séquence de son promoteur correspondant et introduite
préalablement lors de la PCR. Cette transcription est réalisée à l’aide du kit de chez Ambion
MEGAScript (Ambion). L’ARN est ensuite purifié à l’aide d’une colonne Sephadex G-50 et
quantifié par spectrométrie.
3.6.3) Synthèse des ADN trappeurs correspondant aux standards internes!:
Les trappeurs correspondants aux standard internes ont été synthétisés par PCR à
l’aide d’amorces spécifiques de l’insert. Les clones de chacun des standards internes étaient
disponibles au laboratoire. Le protocole PCR utilisé est décrit au point 3.1.2.
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Le tableau 11 reprend les caractéristiques des amorces utilisées lors de la PCR des
ADN trappeurs correspondant aux standard internes (séquence des amorces utilisées, le Tm
de chacune), la température d’hybridation des amorces utilisées ainsi que la taille attendue
pour le produit d’amplification..
Les produits PCR ont été analysés par électrophorèse sur gel d’agarose 2%. L’analyse
des profils d’électrophorèse met en évidence la présence d’une unique bande de taille attendue
pour ADN trappeurs des standards internes (Figure IV.11).
Suite à la synthèse de chacun des ADN trappeurs des gènes sélectionnés, la fabrication
du microdamier à ADN peut être entreprise.
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4. Fixation des ADN trappeurs sur la lame en verre
Les différents ADN trappeurs et cibles étant produits, la fixation sur la lame en verre
peut être réalisée. Cette étape consiste à fixer de manière covalente les ADN trappeurs
spécifiques des récepteurs à la dopamine et à l’histamine sur différentes lames en verre
présentant des fonctions aldéhydes. Différents ADN trappeurs contrôles sont également fixés :
- Un contrôle négatif d’hybridation (Hyb(-) Ctl) consistant en une séquence
d’ADN bactérien non spécifique. Celui-ci ne doit jamais être détecté et permet
de tester la spécificité de l’hybridation.
- Un contrôle positif d’hybridation (Hyb(+) Ctl) est fixé. Celui-ci consiste en une
séquence d’ADN dont l’ADN cible est ajouté dans le mélange d’hybridation. Il
permet de contrôler le bon déroulement de l’étape d’hybridation.
- Un contrôle négatif de fixation (Fixation (+) Ctl) constitué uniquement de la
solution de fixation.
- Un contrôle positif de fixation (Fixation(+) Ctl) est ajouté. Il permet de vérifier
la fixation des ADN trappeurs. Il consiste en une séquence non spécifique
multibiotinylée et aminée à son extrémité 5’. Ce contrôle positif est positionné à
une des extrémités du damier alors qu’une courbe de concentration de ce dernier
occupe la seconde extrémité afin de contrôler le bon déroulement de l’étape de
fixation et de détection.
Chaque ADN trappeur est fixé en triple exemplaire. Le protocole de fixation a été
décrit au point 4.2. La figure IV.12 présente la représentation schématique du microdamier
dévéloppé et dédié aux protéines G.
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5. Etude de la spécificité des ADN trappeurs des sous-types
des récepteurs à la dopamine et à l’histamine:
Avant de travailler sur les différents échantillons de cerveau de rat, il est important de
vérifier d’une part l’absence de contamination lors de la fixation et d’autre part la spécificité
des ADN trappeurs des sous-types des récepteurs à la dopamine et à l’histamine entre eux.
Pour cela, les ADN cibles marqués correspondant vont être hybridés. Le protocole
d’hybridation est décrit au point 7.2. Les résultats de l'étude de spécificité est présente à la
figure IV.13.
Les résultats nous permettent de constater que d’une part les spots correspondant aux
contrôle positif de fixation et contrôle positif d’hybridation sont détectables et d’autre part
que les différents contrôles négatifs ne présentent aucun signal.
 Suite à l’hybridation de chaque ADN cible de manière individuelle, uniquement les
spots ADN trappeurs correspondant à l’ADN cible testé présentent un signal démontrant la
spécificité de l'outil développé et des différents ADN trappeurs entre eux, .le développement
de l'outil étant terminé, l'étude de l'analyse de l'expression génique des récepteurs à la
dopamine et à l'histamine va pouvoir être entreprise.
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Etude de l’effet d’une lésion 6 hydroxydopamine sur l’expression
génique des récepteurs à la dopamine et l’histamine sur
microdamier à ADN:
Le modèle animal le plus approprié pour étudier la problématique du Parkinson est
celui du rat 6 hydroxydopamine (6-OHDA) (Chopin P et al, 1999) (Tancredi A.N. et al, 2001)
(Westin J.E.et al, 2001). Ces animaux ont subis une lésion unilatérale du système
dopaminergique (Figure IV.14). Ces résultats ont été effectués en collaboration avec UCB-
Pharma-Belgium.
1. Description de la lésion pratiquée sur les animaux :
Les animaux sont d’abord anesthésiés par un mélange de Xylazina hydrochloride
(Rompun, Bayer, 8 mg/kg) et de Kétamine hydrochloride (Imalgène, Merial, 80
mg/k). Ils sont ensuite placés dans un cadre stéréotaxique (David Kopf instruments, USA).
Afin de ne pas modifier le système noradrénergique, une injection intrapéritonéale
d’imipramine (15 mg/kg) est réalisée. L’imipramine empêche ainsi l’incorporation de la 6-
OHDA au niveau des neurones. Une injection intramusculaire d’antibiotique Extencilline est
également pratiquée sur les animaux comme traitement préventif. La lésion proprement dite
des neurones dopaminergiques au niveau de la substance noire est réalisée suite à l’injection
de 6-OHDA (10 µg dans 2,5 µl d’une solution d’eau distillée contenant 0,1 % d’acide
ascorbique) .La 6-OHDA est injectée en un endroit précis obtenu suite à différentes
coordonnées stéréotaxiques déterminées sur base de l’atlas du cerveau du rat (Paxinos et
Watson, 1986). L’administration de cette substance est réalisée très lentement (0,5 µl/min.).
Une nouvelle attente permet une diffusion locale avant le retrait de l’aiguille. La plaie est
ensuite nettoyée à l’aide d’un antibiotique Extencilline avant de réaliser la suture. Les rats
sont ensuite placés dans leur cage avec un accès ad libitum à la boisson et à la
nourriture(Ungerstedt, 1970) (Kelly,1976).
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2. Caractérisation des lésions :
Chez les rats correctement lésés, une administration de L-DOPA (100ng/kg) provoque
un comportement rotatoire de l’animal sur lui-même. Deux semaines après la chirurgie, le rat
est placé dans une cage en verre avec un harnais qui le laisse libre de tout mouvement. Le
nombre de tours effectués par tranche de 10 min. pendant une heure est mesuré. Les rotations
ipsilatérales (de sens contraire) sont également mesurées. Les rats n’ayant pas un
comportement rotatoire d’au moins 150 tours/heure sont écartés.
Suite à la caractérisation, le groupe d’animaux utilisés dans le cadre de cette étude
présente un comportement rotatoire élevé d’une moyenne de 200 à 600 tours (Figure IV.15).
Les animaux ont bien répondus à la lésion 6-OHDA et vont pouvoir être utilisés dans le cadre
de cette étude.
3. Dissection du cerveau du rat et extraction du ARNm:
Suite à la caractérisation de la lésion, les animaux sont décapités. Le crâne est ensuite
ouvert afin de prélever le cerveau. Le cortex est la première partie du cerveau ôtée et
directement placée dans la carboglace. Les striatums gauche et droit sont ensuite prélevés
après avoir enlevé d’autres structures telles que l’hippocampe. Ces striatums sont eux aussi
placés dans de la carboglace.
L’ARNm de ces différents tissus va ensuite être extrait. Le protocole de l’extraction de
l’ARNm a été décrit au point 5.1.2. L’intégrité de l’ARNm des différents échantillons a été
vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose 1% dénaturant. La composition de ce gel est
décrit au point 5.3.2.
L' analyse des profils d'électrophorèse a permis de mettre en évidence que les
différents échantillons d'ARNm présentent une intégrité correcte.
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4. Etude du modèle 6-OHDA chez le rat au niveau transcriptionnel :
Dans le cadre de cette étude, trois groupes d’animaux sont définis : (1) le groupe
« contrôle» constitué de rats sains ; (2) le groupe « Sham» qui reçoit uniquement le véhicule
(une solution d’eau distillée contenant 0,1% d’acide ascorbique)!et (3) le groupe «!6-
OHDA» qui reçoit une solution de 6 hydroxydopamine (6-OHDA) de 4µg/µl.
4.1. Etude de l’effet de la chirurgie sur l’expression génique des récepteurs à la  dopamine et
l’histamine:
L’influence de la chirurgie sur l’expression des gènes codant pour les différents
récepteurs à la dopamine et à l’histamine est primordiale afin de déterminer si le rat « Sham »
subissant l'entièreté de la chirurgie sans l’injection de la 6-OHDA constitue un bon contrôle.
Dans le cadre de cette étude, les échantillons d’ARNm provenant de cortex de rats
sain (référence) et les échantillons d’ARNm provenant de rats « Sham » vont être analysés et
comparés. Les rétrotranscriptions ont été réalisées avec 0,5 µg de mRNA. A partir de ces RT,
deux hybridations sur deux damiers indépendants ont été réalisées le même jour.
Après acquisition des images, ces dernières sont quantifiées à l’aide du programme de
quantification Imagene (Biodiscovery). Suite à la quantification de chaque damier, le bruit de
fond local de chaque spot est soustrait du signal du spot correspondant. La normalisation est
réalisée en deux étapes. La première de ces étapes consiste en la normalisation à l’aide des
standards internes que l’on a introduit dans la rétro-transcription dans des quantités connues.
Cette normalisation est réalisée de manière locale suite à une localisation différentielle des
trois standard internes. Ceci a pour but de permettre de contrôler essentiellement un
background non homogène sur l’ensemble du microdamier. La seconde étape consiste en la
normalisation par les housekeeping genes. L’intérêt de ces gènes provient de leur niveau
d’expression stable quelque soit le tissu et le traitement appliqué à l'animal. La méthode de
l’acquisition et de la normalisation des données est décrite au point 9.3.
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Après l’analyse des résultats, aucune modification significative de l’expression des récepteurs
à la dopamine et à l'histamine n’a été mise en évidence suite à la chirurgie réalisée sur le rat
(Figure IV.16). Le rat Sham constitue donc un bon contrôle dans le modèle «!rat 6-OHDA!
4.2. Etude de l’effet de la lésion 6-OHDA sur l’expression génique des récepteurs  à la
dopamine et l’histamine:
L’effet de la lésion 6-OHDA a été étudié au niveau de deux régions du cerveau (le
striatum et le cortex) sur l'expression génique des récepteurs à la dopamine et à l'histamine
chez le rat.
4.2.1) Etude de l’effet de la lésion 6-OHDA au niveau du striatum:
Dans le cadre de cette étude, les échantillons d’ARNm provenant du striatum de rats
« Sham » (référence) et de rats ayant subi la lésion 6-OHDA ont été analysés. Deux
rétrotranscriptions ont été réalisées avec 0,5 µg d’ARNm. A partir de ces RT, deux
hybridations sur des damiers indépendants ont été réalisées le même jour. Les résultats
d’hybridation sont présentés à la figure IV17. La méthode d’acquisition d'image, de
quantification et de traitement des données est décrite au point 9.3.
Suite à la quantification de chaque damier et de la normalisation entre les échantillons,
les modifications de l’expression des différents récepteurs à la dopamine et à l’histamine
exprimés en terme de pourcentage de la référence sont repris à la figure IV.18.
Suite à la lésion 6-OHDA, l’expression du sous-type D1 du récepteur à la dopamine ne
présente pas de modification significative, par contre l’expression des sous-types D2 et D3 du
récepteur à la dopamine présente une induction faible de 23% et 33% respectivement. Les
sous-types H1, H2 et H4 du récepteur à l’histamine présentent une induction respective de
177%, 154% et 127%. En ce qui concerne le récepteur H3, aucune modulation significative
n’a été mise en évidence.
Les résultats obtenus sont confirmés par ceux décrits dans la littérature pour les
récepteurs à la dopamine. En effet, l'absence de modification de l'expression des sous-types
D1 et D3 du récepteur à la dopamine a été décrite par différentes équipes (Fornatello,1993 ;
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Bezard, 2001 ; Narang et al, 1995). D'autre part, l'induction de D2 observée après 14 jours est
de l’ordre de 20% à 30%. (Chritin et al, 1993 ; XU et al , 1992 ; Narang et al, 1995 )
L’absence de modulation génique observée pour le sous-type H3 du récepteur à
l’histamine, est contradictoire avec ce qui existe dans la littérature( O.V.Anichtchik et al,
2000 et 2001).
4.2.2) Etude de l’effet de la lésion 6-OHDA au niveau du cortex:
Les deux échantillons utilisés dans cette étude sont de l’ARNm provenant du cortex de
rat « Sham » (référence) et de rat ayant subi la lésion 6-OHDA . La rétrotranscription a été
réalisée en présence de 0,5 µg d’ARNm. L’hybridation a été réalisée selon le protocole décrit
au point 7.3. La méthode d’acquisition d'image, de quantification et de traitement des données
est décrite au point 9.3.
Au niveau du cortex, une induction de l’expression de 57% et 42% est observée
respectivement pour les sous-types D2 et D3 du récepteur à la dopamine. Aucune modulation
de l’expression de D1 n’a été mise en évidence. Quant aux récepteurs à l’histamine, une
induction de l’expression de 87%, 39% et 140% est respectivement observée pour H1, H2 et
H4. par contre, l’expression de H3 ne bouge pas suite à la lésion 6-OHDA. (Figure IV.19)
4.2.3) Comparaison des résultats obtenus de la modulation de l’expression des
récepteurs aux protéines G au niveau de deux régions du cerveau!:
La comparaison des données obtenues suite aux hybridations des échantillons
provenant du striatum et du cortex est présenté à la figure IV.20.
Au niveau des récepteurs dopaminergiques, les sous-types D1 et D3 ne présentent pas
de changement d’expression quelque soit la région du cerveau étudiée.(Fletcher et al, 2001)
(Araki et al, 2000).
La modulation de l'expression des récepteurs à la dopamine et à l'histamine présente le
même profil quelque soit le tissu étudié. Par contre, des différences en terme d'importance
d'induction sont mises en évidence selon le tissu. Le sous-type D2 est induit plus fortement
dans le cortex alors que les deux sous-types H1et H2 sont induits plus fortement dans le
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striatum. Seules certaines études montrent la présence plus ou moins forte des sous-types
H1et H3.
Résultats & Discussions
90
5. Confirmation des résultats obtenus sur le microdamier à ADN par
RT-PCR :
Afin de confirmer les résultats obtenus par la technique des microdamiers , des RT-
PCR ont été réalisées selon le protocole décrit au point 2.1.2.1.
Les résultats obtenus pour l'étude de l'effet de la lésion 6-OHDA au niveau du striatum
ont été confirmés par une autre technique permettant l'analyse de l'expression de gènes, la RT-
PCR suite à l'utilisation de l'outil développé (le microdamier à ADN dédié aux protéines
G).(Figure I.V21).
Les RT-PCR ont été réalisées à l'aide des amorces spécifiques utilisées lors de la
synthèse des fragments d'ADN spécifiques des sous-types de récepteurs (tableau 2).
Cette confirmation a été effectuée pour les trois sous-types D1, D2, D3 du récepteur à
la dopamine et sur les deux types d'ARNm provenant de rats "Sham" et de rats "6-OHDA".
Afin de déterminer le nombre de cycles nécessaire pour se trouver dans  la phase
exponentielle de la PCR, le nombre de cycles a été optimalisé. Trois nombres de cycles ont
été testés à savoir 15, 30 et 40 cycles. Les profils d'électrophorèse ont mis en évidence la
nécessité d'un grand nombre de cycles. En effet, avec 15 et 30 cycles aucune bande n'était
visible. Le nombre de cycles choisit est de 40 cycles, confirmant le faible niveau d'expression
pour les trois sous-types du récepteur à la dopamine.
Suite à l'analyse des profils d'électrophorèse, les produits de RT-PCR obtenus pour les
trois sous-types de récepteurs à la dopamine présentent une bande à la taille attendue de même
intensité. Ces résultats vont dans le même sens que ceux obtenus par la technologie des
microdamiers à ADN à savoir aucune modulation significative de l'expression de D1 et D3.
Quant à la faible induction de D2, elle ne pouvait pas être mise en évidence par ces tests de
RT-PCR. Aucune autre conclusion ne peut être tirée sur base de ce premier test de RT-PCR
semi quantitatif.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
L’objectif de ce mémoire consistait dans un premier temps à développer un
microdamier à ADN dédié aux récepteurs couplés aux protéines G. Deux familles de
récepteurs et leurs sous-types respectifs ont été sélectionnés à savoir; les récepteurs à la
dopamine D1, D2, D3, D4, D5 et les récepteurs à l'histamine H1, H2, H3, H4.
Afin de pouvoir synthétiser les ADN trappeurs des neuf gènes sélectionnés, la
recherche de clones correspondant à ces gènes est nécessaire. Seuls les clones des sous-types
D1 et D2  du récepteur à la dopamine étaient disponibles commercialement. Pour les 7 autres,
un fragment d’ADN spécifique de chacun des gènes d’intérêt a été synthétisé par RT-PCR. En
ce qui concerne les sous-types D4 et D5 du récepteur à la dopamine, plusieurs paramètres de
la RT-PCR ont été optimalisés, à savoir, le type de tissu utilisé, la concentration en ARNm
introduite dans la réaction ainsi que différents kits. Les résultats des RT-PCR étant toujours
négatifs, ces deux gènes ont été retirés de la sélection des gènes. Le problème réside
probablement en une expression trop faible voire quasi inexistante de ces gènes dans les tissus
analysés (Colabufo N.A et al 2001, Defagot M.C et al, 1997, Seeman PG et al 1993, Khan
Z.U et al 2000). Il serait dès lors intéressant d’analyser par RT-PCR des échantillons
d’ARNm de différentes régions du cerveau comme hypothalamus, thalamus et cortex frontal
afin de mettre en évidence la région dans laquelle ces deux sous-types D4 et D5 sont le plus
exprimé et par conséquent à partir de laquelle la synthèse d’un fragment d’ADN, serait aisée
par RT-PCR (Rivera A et al, 2002, O’Malley KL et al, 1992, Khan et al 2000)
 Le clonage des différents sous-types du récepteur à l’histamine a posé quelques
problèmes suite à leur faible niveau d’expression dans le cerveau. Ainsi, pour les récepteurs à
l’histamine, une Nested PCR sur le produit de RT-PCR a été envisagée et a permis de
synthétiser les différents clones. Sur base des clones générés, les PCR des ADN trappeurs ont
été optimalisées. Suite à ces optimalisations les ADN trappeurs et les ADN cibles ont été
synthétisés. Ces ADN cibles complémentaires de la séquence du trappeur sont marqués suite à
l’incorporation de nucléotides biotinylés dans la PCR.
En plus des sept ADN trappeurs correspondant aux sous-types des récepteurs à la
dopamine et à l'histamine, des ADN trappeurs correspondant à des « housekeeping gene » ont
Conclusions & Perspectives
92
été synthétisés. Ces gènes sont utilisés afin de vérifier que la différence d'expression des
gènes observée ne provient pas de variables expérimentales. (DeRisi et al, 1996). Dans le cas
de cette étude, quatre « housekeeping genes » ont été sélectionnés: la ß-actine, l’ubiquitine, la
protéine ribosomiale S 29 et la tubuline alpha. Les ADN trappeurs correspondant ont été
synthétisés à partir de clones disponibles du laboratoire.
Afin de pouvoir contrôler et normaliser les différentes réactions constituant la
technologie des microdamiers à ADN, trois standards internes ont été synthétisés. Ces
standards sont des molécules d’ARN synthétiques comprenant une queue polyA à l'extrémité
3’. Suite à l’introduction de ces derniers, en quantité connue, dans la réaction de
rétrotranscription, ils vont permettre de contrôler l'efficience de la rétrotranscription, de
l’hybridation et de la détection. La synthèse des standards internes ainsi que les ADN
trappeurs correspondant ont été synthétisés à partir de clones disponibles au laboratoire.
Les différents ADN trappeurs et cibles étant produits, la fixation sur la lame en verre
peut être réalisée. Cette étape consiste à fixer de manière covalente sur des lames de verre les
ADN trappeurs spécifiques des sous-types des récepteurs à la dopamine et à l’histamine ainsi
que les différents ADN trappeurs de contrôle.
L’étape de fabrication des microdamiers à ADN terminée, il est important de vérifier
d’une part l’absence de contamination éventuelle lors de la fixation des ADN trappeurs et
d’autre part la spécificité des ADN trappeurs des sous-types des récepteurs à la dopamine et à
l’histamine entre eux. Suite à l’hybridation de chaque ADN cible de manière individuelle,
seuls les spots des ADN trappeurs correspondants à l’ADN cible testé présentent un signal
démontrant la spécificité de l'outil développé.
Le second objectif de ce mémoire est de valider l’outil développé en étudiant
l’expression des sous-types des récepteurs à la dopamine et l’histamine impliqués dans la
maladie de Parkinson. Le modèle animal le plus approprié pour étudier la problématique du
Parkinson est celui du rat 6 hydroxydopamine (6-OHDA). Ces animaux ont subi une lésion
unilatérale du système dopaminergique. (Chopin P et al, 1999) (Tancredi A.N. et al, 2001)
(Westin J.E.et al, 2001). Dans le cadre de cette validation, trois groupes d’animaux sont
définis : (1) le groupe « contrôle» constitué de rats sains ; (2) le groupe « Sham» qui subit la
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chirurgie avec uniquement le véhicule et (3) le groupe « 6-OHDA» qui reçoit une solution de
6 hydroxydopamine (6-OHDA).
Dans un premier temps, l’influence de la chirurgie sur l’expression des gènes codant
pour les différents sous-types des récepteurs à la dopamine et à l’histamine a été étudiée. Suite
à l’analyse des résultats, aucune modification significative de l’expression des récepteurs
couplés aux protéines G n’a été mise en évidence suite à la chirurgie réalisée sur le rat. Nous
pouvons donc en conclure d’une part que la pratique de la chirurgie sans l’injection de la 6-
OHDA ne modifie pas le niveau d’expression des sous-types récepteurs associés à la
dopamine et à l’histamine et d’autre part que le rat « Sham » constitue un bon contrôle dans le
modèle « rat 6-OHDA » ainsi que dans la situation réelle.
Dans un second temps, l’influence de l’injection de la 6-OHDA sur l’expression
génique des récepteurs couplés aux protéines G à la dopamine et à l’histamine  a été étudiée
sur deux régions du cerveau de rats à savoir, le striatum et le cortex. Plusieurs changements de
l’expression des sous-types des récepteurs à l'histamine et à la dopamine ont été mis en
évidence suite à l’injection de la 6-OHDA. Les résultats obtenus montrent une induction
faible de l’ordre de 23% pour le sous-type D2 du récepteur à la dopamine. L’induction de ce
sous-type D2 d’un même ordre de grandeur est largement décrite dans la littérature et ce dans
les mêmes conditions expérimentales (Chritin et al, 1993 ; XU et al , 1992 ; Narang et al,
1995).
Quant aux résultats obtenus pour les sous-types D1 et D3 du récepteur à la dopamine,
aucune modification de leur expression suite à la lésion n’a été mise en évidence. Cette
observation a été confirmée par des premiers tests de RT-PCR. Cette absence de modification
est également largement décrite par différentes équipes (Fornaretto,1993 ; Bezard, 2001 ;
Narang et al, 1995 ).
Afin de confirmer les résultats obtenus dans le cadre de ce mémoire, l’analyse des
résultats générés sur des membranes haute densité a été approfondie pour ces trois sous-types
de récepteur à la dopamine. Ces expériences ont été effectués à partir des mêmes échantillons
d'ARNm de striatum de rat Sham et de rat 6-OHDA sur des membranes haute densité
contenant plus de 10000 sondes. Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude
correspondent également à une absence de modulation de l’expression des sous-types D1 et
D3 et une induction de l’ordre de 30% pour le sous type D2 (de Longueville et al in
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preparation). Ces résultats montrent une bonne concordance avec ceux obtenus sur le
microdamier à ADN développé.
En ce qui concerne les sous-types des récepteurs à l’histamine, à l’exception de H3,
leurs implications étant moins connues, il est difficile d’en tirer des conclusions. L’absence de
modulation génique observée pour le sous-type H3 du récepteur à l’histamine, est en
opposition avec la littérature ( O.V.Anichtchik et al, 2000) (O.V.Anichtchik et al, 2001).
L‘analyse de l’expression de ce sous-type H3 serait étudier, par la suite, par différentes
approches permettant l’analyse de l’expression de gènes telle que la « real-time PCR ».
L’objectif primordial de ce travail était de développer un microdamier à ADN dédié
aux récepteurs couplés aux protéines G ainsi que le valider dans le cadre d’un modèle animal
approprié à la maladie de parkinson.  Le développement de l’outil ainsi que la validation a
permis de mettre en évidence la concordance des résultats obtenus pour les sous-types des
récepteurs dopaminergiques avec ceux décrits dans la littérature. Les résultats obtenus pour
les sous-types des récepteurs à l’histamine ne permettent pas de tirer des conclusions mais
constitue une première étape d'une étude intéressante qui doit être confirmée et approfondie.
Par la suite, il serait important, d’une part d’augmenter le nombre de récepteurs aux
protéines G ainsi que d’ajouter de nouveaux gènes impliqués dans la maladie de Parkinson et
dans d’autres maladies neurodégénératives et ce afin d'étudier les modulations possibles de
l'expression génique sur un plus grand nombre de gènes.
D’autre part, l’effet de la L-DOPA, constituant le seul traitement actuel de la maladie
de Parkinson, pourrait également être étudié. Une comparaison pourrait ainsi être faite sur les
possibles modifications de l’expression des sous-types des récepteurs à la dopamine et
l’histamine ainsi que sur d'autres gèes entre le modèle 6-OHDA induisant les symptômes du
Parkinsonisme et le traitement à la L-DOPA. Ce genre d’étude permettrait de mieux
comprendre le système dopaminergique et pourquoi pas découvrir de nouvelles substances
permettant d’atténuer de manière irréversible, voire d’éliminer les symptômes lié à cette
pathologie. Les agonistes des différents sous-types des  récepteurs  aux protéines G pourraient
jouer ce rôle comme le fait actuellement l’agoniste du sous-type D2 du récepteur à la
dopamine.
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ANNEXES
Annexe 1!: Sequençage des clones D1 et D2
1) Clone D1
1.1) D1 T7
1.2) D1 T3
1.3) Séquence théorique! "Rattus norvegicus Dopamine-1A (Drd1a),mRNA(NM_012546)"
         1 ccctaagaac gaggaaccaa agtgggaccc agcgctgggc tccctcaaac aggacagaaa
       61 gctgccccag tgactagtcc tggaggttcc tctccccagg aagctctgag aaccctcccc
      121 gggagagggg acagcaatct gtaggtgggc aaggtagcag gaagggtacc gcttccctgg
      181 atgcctggtc tgggattcct tccccaaatc catcccagag atttttctgc atcaggaggg
      241 gaacagttgc tatgctgact gggctgacta tgggagctcc aggggttctg ggagaagtga
      301 ccctaaagca agagggcatt tggagagatg cgtgccaggg gcttggagga gaaatgcatg
      361 tattttaggc cgtgtctcag aaaaagaggc agcatccctg aaaagtgact agaattgacc
      421 tggaagaggc catggactca gagtgtgctt aaaagccaat gctctccttg gggaatgtag
      481 ggaccagccg atgtcacagg gacacactgt cacagggaca gtgacctgga gcaccaagcc
      541 cagaagacag atgggaagca ggagagtctt taccccggca tggcttggat tgctacgggg
      601 aagctcctga tggaacccta ccatccttta gtccaggcag caactggggc tgaacaagaa
      661 ggggctgggt ggtgagtggt tgggggaagt ctggctaagc ctggtcaaga acttgagggg
      721 caagtccccg gaagtgtgtt ccttctggaa gatggctcct aacacttcta ccatggatga
      781 ggccgggctg ccagcggaga gggatttctc ctttcgcatc ctcacggcct gtttcctgtc
      841 actgctcatc ctgtccactc tcctgggcaa tacccttgtc tgtgcggccg tcatccggtt
      901 tcgacacctg aggtccaagg tgaccaactt ctttgtcatc tctttagctg tgtcagatct
      961 cttggtggct gtcctggtca tgccctggaa agctgtggcc gagattgctg gcttttggcc
     1021 ctttgggtcc ttttgtaaca tctgggtagc ctttgacatc atgtgctcta cggcgtccat
     1081 tctgaacctc tgcgtgatca gcgtggacag gtactgggct atctccagcc ctttccagta
     1141 tgagaggaag atgaccccca aagcagcctt catcctgatt agcgtagcat ggactctgtc
     1201 tgtccttata tccttcatcc cagtacagct aagctggcac aaggcaaagc ccacatggcc
     1261 cttggatggc aattttacct ccctggagga caccgaggat gacaactgtg acacaaggtt
     1321 gagcaggacg tatgccattt catcgtccct catcagcttt tacatccccg tagccattat
     1381 gatcgtcacc tacaccagta tctacaggat tgcccagaag caaatccggc gcatctcagc
     1441 cttggagagg gcagcagtcc atgccaagaa ttgccagacc accgcaggta acgggaaccc
     1501 cgtcgaatgc gcccagtctg aaagttcctt taagatgtcc ttcaagaggg agacgaaagt
     1561 tctaaagacg ctgtctgtga tcatgggggt gtttgtgtgc tgctggctcc ctttcttcat
     1621 ctcgaactgt atggtgccct tctgtggctc tgaggagacc cagccattct gcatcgattc
     1681 catcaccttc gatgtgtttg tgtggtttgg gtgggcgaat tcttccctga accccattat
     1741 ttatgctttt aatgctgact tccagaaggc gttctcaacc ctcttaggat gctacagact
     1801 ctgccctact acgaataatg ccatagagac ggtgagcatt aacaacaatg gggctgtggt
     1861 gttttccagc caccatgagc cccgaggctc catctccaag gactgtaatc tggtttacct
     1921 gatccctcat gccgtgggct cctctgagga cctgaagaag gaagaggctg gtggaatagc
     1981 taagccactg gagaagctgt ccccagcctt atcggtcata ttggactatg acaccgatgt
     2041 ctctctagaa aagatccaac ctgtcacaca cagtggacag cattccactt gaatattggg
     2101 tcctcatctc tgaggccacg agttcccttg ggcttgctgt taaggaatta acaggagatc
     2161 cctctgctgc ttttggacaa ttacgaagct tctcaaactc actgattcca gtgtattctc
     2221 tagcttcaag ggaaatgact tcggctctga aatcagtttg ggagtattat cttaggacat
     2281 tataaaacaa caacaaacaa acaaacaaac aaacaaatag gccaagagtc aactgtaaac
     2341 agcttcactt aaaaatcgaa ctttccagaa aggaagggta ggagttgagt ttgctgtcca
     2401 aacaggtgct aaaactgtcc gagcagtttt cagattggaa aggtaggtgc atgcctttgt
     2461 taattaactt ctccaataat aattgagcct tacagcagga gtgggattcc tttttctcag
     2521 aattgacaga tgcattgttg atgacggttt tatttattta tttattgtac tatatgaata
     2581 ttttaaattt atcatagtga atctatattt aacatattta acagagcaaa ccaatgtgtt
     2641 atctgagact gacctctcca tttgtactag cactttatga gccaatgaaa catacgcgta
     2701 gactctgaga ttctgaattg tgagttactt ctgggaacac agcaaagact gatgtggtgg
     2761 ctccttaact cgacaaggac acaaagaaac gcaagaggag aagtgactaa tgccaccaat
     2821 gctcccccta aaaagatttt gaaaagatta gttttttttt ttttttaaaa gaagctacta
     2881 ttgtgttctg agtgttttaa atggcagagg ctttccccgg ggcgaatttg cacttctgta
     2941 aatatctatg taagaaccag ctcaagagga atacaacttt atatttccgc ttttggatgg
     3001 cgaggaagag catatgccac tttgtattta tgtaaactaa ttggccctcc ttgtcatttc
     3061 tcatttcatg cttgaaatag ctttctgaaa caaacaaatg actgtccagg ctggagatct
     3121 gc[agggtgga gaatgagttg taaattcaca ggtcacagca gcccctccga tagctgggct
     3181 catcattggt cctttatctg cccaggtcta accaagtcgg ctgcttaagg ggctactttt
     3241 gtagtgcttt aatccgaatt tagtatcctc tcttttaaaa aaaaaagctc tttaatgtta
     3301 gtggtaaact agctaatgaa cggtacctca tcgctgcata atacacttct gttggtgggg
     3361 gcgtagacga gcccttcccg gtgcgagcac cacaaagcca tctgcatagc tagtcacaaa
     3421 tgctgttttt ctttctctgt gggtttgaat ctagtttcct tgttatcata gcctggactg
     3481 caaaaagatc catccagtcc cctcttgtgg gggcattgca acagtgtttc tttttgtttt
     3541 tgttttgttt ttgaaatgtt tacaaggtgt tctttggaag cagttgcaac acgtggatgg
     3601 aactgaagaa aaggctgact ggcttgctaa cggtatctcc tgcagggggt ttgtactgcg
     3661 gactttgaat gttttctcag ctctaaggct tgtatgcttt cttacataca ataaa]
//
2) Clone D2
2.1) D2 T7
2.2) D2 T3
2.3) Séquence théorique!: "Rat mRNA for dopamine D2 (B) receptor (X56065)"
        1 ctggtcgcct cttgtgcgca cgcctcctgc ccgccttccc gcctggtccc cgcgctgcgc
       61 tcccgtcctc ccgccccgcc tcgtcctgcc ccgccgcggc cggtctactg ctccccgcgg
      121 gcccgagccg gccgagcggc tgcccgccgg ggatctgaac gagtcatgcg gcggggccgg
      181 aagccgaggg acccgcggag gggaccggcg gccccggacg gctgccggag gggcggccgt
      241 gcgtggatgc ggcgggagct ggaagcctcg agcagccggc gccttctctg gccccgggcg
      301 ccatatggct tgaagagccg tgccacccag tggccccact gccccaatgg atccactgaa
      361 cctgtcctgg tacgatgacg atctggagag gcagaactgg agccggccct tcaatgggtc
      421 agaagggaag gcagacaggc cccactacaa ctactatgcc atgctgctca ccctcctcat
      481 ctttatcatc gtctttggca atgtgctggt gtgcatggct gtatcccgag agaaggcttt
      541 gcagaccacc accaactact tgatagtcag ccttgctgtg gctgatcttc tggtggccac
      601 actggtaatg ccgtgggttg tctacctgga ggtggtgggt gagtggaaat tcagcaggat
      661 tcactgtgac atctttgtca ctctggatgt catgatgtgc acagcaagca tcctgaacct
      721 gtgtgccatc agcattgaca ggtacacagc tgtggcaatg cccatgctgt ataacacacg
      781 ctacagctcc aagcgccgag ttactgtcat gattgccatt gtctgggtcc tgtccttcac
      841 catctcctgc ccactgctct tcggactcaa caatacagac cagaatgagt gtatcattgc
      901 caaccctgcc tttgtggtct actcctccat tgtctcattc tacgtgccct tcatcgtcac
      961 tctgctggtc tatatcaaaa tctacatcgt cctccggaag cgccggaagc gggtcaacac
     1021 caagcgcagc agtcgagctt tcagagccaa cctgaagaca ccactcaagg gcaactgtac
     1081 ccaccctgag gacatgaaac tctgcaccgt tatcatgaag tctaatggga gtttcccagt
     1141 gaacaggcgg agaatggatg ctgcccgccg agctcaggag ctggaaatgg agatgctgtc
     1201 aagcaccagt cccccagaga ggacccggta tagccccatc cctcccagtc accaccagct
     1261 cactctccct gatccatccc accacggcct acatagcaac cctgacagtc ctgccaaacc
     1321 agagaagaat gggcacgcca agattgtcaa tcccaggatt gccaagttct ttgagatcca
     1381 gaccatgccc aatggcaaaa cccggacctc ccttaagacg atgagccgca gaaagctctc
     1441 ccagcagaag gagaagaaag ccactcagat gcttgccatt gttctcggtg tgttcatcat
     1501 ctgctggctg cccttcttca tcacgcacat cctgaatata cactgtgatt gcaacatccc
     1561 accagtcctc tacagcgcct tcacatggct gggctatgtc aacagtgccg tcaaccccat
     1621 catctacacc accttcaaca tcgagttccg caaggccttc atgaagatct tgcactgctg
     1681 agtctgcccc ttgcctgcac agcagctgct tcccacctcc ctgcctatgc aggccagacc
     1741 tcatccctgc aagctgtggg cagaaaggcc cagatggact tggccttctc tcgaccctgc
     1801 aggccctgca gtgttagctt ggctcgatgc ccctctctgc ccacacaccc tcatcctgcc
     1861 agggtagggc cagggagact ggtatcttac cagctctggg gttggaccca tggctcaggg
     1921 cagctcacag agtgcccctc tcatatccag accctgtctc cttggcacca aagatgcagc
     1981 ggccttcctt gaccttcctc ttgggcacag aaactagctc agtggtcgag cacaccctga
     2041 tcgctggctt ggcctggccc ttgcttgcct gtgccggatc aggtggtggg agggagcgac
     2101 agttcttact ttataggaac cacataggaa agcagggaac acgccaagtc ctccaggcaa
     2161 catcagtgtc aggagacaca cataaacacc aggtagctcc atggacccca gagaaactga
     2221 ggctgaaaaa tctgttttcc actccaactc tagtgtgagt ccctactttt catagccatg
     2281 ggtattacta tgtcctacct tgttatagta tcccatgggg tttctgtacc gtttggggga
     2341 aaacaactct aatcctcaag ggccccaaga gaatctgtaa ggagaaaaat aggctgatct
     2401 ccctctactc tccaatccac tccaccactt cttgatatac cttggatgta tcc[attcctc
     2461 acagcaaatg ctggccagtc aggccttgga ccagtgttgg agttgaagct ggatgtggta
     2521 acttggggct ctttggggct gggggggttg ttaacatcgt ctctcttcca tatctcttcc
     2581 ttcccagtgc ctctgcctta gaagaggctg tggatggggt gctgggactg ctgataccat
     2641 tgggcctggc cctgaatgag gaggggaagc tgcagtttgg agggttctgg gatccaactc
     2701 tgtaacatca ctatacctgc accaaaacta ataaaacctt gacaagagtc ]
//
Annexe 2!: Blast des clones D1!;D2!;D3!;H1!;H2!;H3 et H4
1) Clone D1
2) Clone D2
3) Clone D3
4) Clone H1
5) Clone H2
6) Clone H3
7) Clone H4

Annexe3!: Sequençage des clones D3!; H1!; H2!; H3 et H4
1) Clone D3
1.1) D3 sens
1.2) Séquence théorique!: "Rat mRNA for dopamine D3 receptor (X53944)"
        1 ctctgaagag cctgatttag cccacattgc tgtctgtctt ttcctaggaa cattttggag
       61 tcgcgttcct ctgtgtgggc catggcacct ctgagccaga taagcaccca cctcaactcc
      121 acctgcgggg cagaaaactc cactggcgtc aaccgggccc gtccgcacgc ctactacgcc
      181 ctgtcctact gtgctctcat cctagccatc atctttggca acggcctggt atgtgctgct
      241 gtgctgaggg agcgtgccct gcagaccacc accaactacc tagtggtgag cctggctgtg
      301 gccgacctgc tagtggccac gttggtgatg ccgtgggtgg tgtacttgga ggtgacaggt
      361 ggagtctgga atttcagccg catttgctgt gacgtttttg tcaccctgga tgtcatgatg
      421 tgtacagcca gcatcctgaa cctctgtgcc atcagcatag acaggtacac agcggtggtc
      481 atgccagttc actatcagca cggcaccggg cagagctcct gtagacgtgt ggcactcatg
      541 atcacagctg tgtgggtgct ggcttttgct gtgtcctgcc ctctcctctt tggtttcaac
      601 acaacagggg atcccagcat ctgctccatc tccaaccctg attttgtcat ttactcttca
      661 gtggtgtcct tctacgttcc cttcggggtg actgtcctgg tctatgccag gatctacata
      721 gtcctga[ggc aaaggcaaag aaaacggatc ctcactcgac agaacagcca gtgcatcagt
      781 atcagacctg gctttcctca gcagtcttcc tgtctgaggc tgcatcccat tcggcagttt
      841 tcaataaggg ccaggtttct gtcagatgcc acaggacaaa tggagcacat agaagacaaa
      901 caatatcccc agaaatgcca ggaccccctt ttgtcacacc tgcagccccc ctcacctggt
      961 cagacacatg gggggctgaa gcgctactac agcatctgcc aagacactgc cttgagacac
     1021 ccaagcttgg aaggcggggc agggatgagc cccgtggaaa ggactcggaa ctccttgagc
     1081 cccaccatgg cacccaagct cagcttagag gttcgaaaac tcagcaacgg caggttatcc
     1141 acgtccctga ggctggggcc cctgcagcct cggggagtac cacttcgaga gaagaaggcc
     1201 acccagatgg tggtcattgt gcttggagcc ttcattgtct gctggctgcc cttcttcctg
     1261 actcacgttc ttaataccca ctgtcaagca tgccacgtgt ccccagagct ttacagagcc
     1321 acaacgtggc taggctatgt gaacagtgcc ctgaatcctg tgatctatac caccttcaat
     1381 gtggagttcc gcaaagcctt cctcaaga]tc ctgtcctgct gaaggaggag aagagaccgc
     1441 actcctttac cacttcgaga tgccaggcag tttgaaccct g
//
2) Clone H1
2.1) H1 sens
2.2) H1 anti-sens
2.3) Séquence théorique!: "Rattus norvegicus Histamine receptor H1 (Hrh1), mRNA
(NM_017018)"
        1 atgagctttg ccaatacctc ctctaccttc gaagacaaga tgtgtgaggg gaacaggaca
       61 gccatggcca gccctcagct gctgcccctg gtggtggttc tcagtagtat ctccctggtc
      121 acagtgggcc tcaacctgct ggtgctgtac gctgtgcaca gtgaacgcaa gctacacacc
      181 gtgggcaacc tatacattgt cagcctgtct gtggcagacc tgattgtagg ggcagttgtc
      241 atgcccatga acatcctcta tctcatcatg actaagtggt ccttgggccg ccccctctgc
      301 ctcttttggc tttctatgga ttatgtggcc agcacagcat ccatctttag cgtcttcatc
      361 ctgtgtattg atcgctaccg ctccgtccag caacccctcc ggtacctgag gtaccgaacc
      421 aagacccggg cttccgctac catcctgggg gcctggttct tctccttcct gtgggttata
      481 cccatacttg gctggcatca cttcatgccc ccagccccag agcttcggga agacaagtgt
      541 gagacagact tctacaatgt cacttggttc aagatcatga ctgctattat taacttctac
      601 ctccccactt tgcttat[gct gtggttctat gtgaagatct acaaggctgt gcggcgacac
      661 tgtcagcacc gccagctcac caacgggtcc ctcccttcct tttcagaact caagctgagg
      721 tcagacgata ccaaggaagg tgccaagaaa cctgggagag agtctccctg gggggttctg
      781 aaaaggccat caagagaccc cagtgtagga ctggatcaga agtcaacatc tgaagacccc
      841 aagatgacct ctccaactgt cttcagccaa gagggggaaa gggaaacacg tccctgtttc
      901 cgtctcgaca tcatgcagaa acagtctgtg gctgagggag atgtcagggg ctcaaaggcc
      961 aatgatcagg ccttgagcca gcccaaaatg gatgagcaga gcctgaatac ttgtcggcgg
     1021 atcagtgaga catcagagga tcagaccttg gtggatcaac agtccttctc ccggaccaca
     1081 gactcagaca caagcataga gccagggccg ggcagagtca aatcgagaag cgggtctaac
     1141 agtggcctgg attacatcaa aatcacctgg aagaggctcc gctcacactc cagacagtat
     1201 gtgtccgggc tgcacttgaa ccgagagcgg aaggcagcca agcagttggg ttttatcatg
     1261 gcggccttca ttctctgctg gattccctat ttcatcttct tcatggtcat tgccttctgc
     1321 aagagctgct gcagtgaacc catgcatatg ttcaccattt ggctgggcta catcaactcc
     1381 acgctgaacc ccctcatcta ccccct]gtgc aacgagaact tcaagaagac attcaaaaag
     1441 attctgcaca ttcgttccta a
//
3) Clone H2
3.1) H2 sens

3.2) H2 anti-sens
3.3) Séquence théorique!: "histamine H2-receptor [rats, Genomic, 1928 nt] (S57565)"
        1 agatctgccc ctccactttt tttcctcatg gtaccataga cttacatcct ggtccccttc
       61 accatccatc atgtgccctg accatcttgg tctttcctaa ggagggatac ctaaaagagt
      121 ccccattgac tcctgatctc tcatctcatg attgatgtct agaaagactc accttgaaac
      181 aggtcatgct gttggtataa ttctgaagtt ctaaacactc aatctttaca ttacagcttc
      241 tatgaccccc agagagggta gctaatagtt ttctacctta agtcatcgat gggagcaggt
      301 accagccatg gagaaggaca tgacagccta tgtgtgtgaa cccttgcata taaaacctaa
      361 gccacttcaa gacatatcca gcagtgcctc agactccatg aggaacctag aaggtagata
      421 tgtattacag acctgggaga agtctggctt ggaagaccag ctaaggactg gggtgtgagc
      481 ttttaaggcc ctgtcttact ttcgtcttat ccatgtcctg cacttcacaa ggaacagctt
      541 gatctattgt tagaacagca ttgggtcagt cactaagcct tccccaactt gcctttagct
      601 tggttggaag cccaattgtc agagctggaa gagaagtggc caagaccaag aggtgaatgt
      661 agaagccaca gggccccaga atggagccca atggcacagt tcattcctgc tgcttggact
      721 ctatggcatt gaaagtcacc atcagtgtgg tccttaccac gctcatcctc atcaccattg
      781 ctggcaatgt ggtcgtctgc ctggctgtca gcttgaaccg tcggctccgc agtctgacca
      841 attgcttcat tgtgtccctg gcagccactg acctgcttct tggactcctg gtgctgccct
      901 tctctgccat ttaccagctg tccttcacgt ggagttttgg ccacgtcttc tgcaacatct
      961 acaccagctt ggatgtgatg ctctgcacgg cctccatcct caacctcttc atgatcagct
     1021 tggaccgcta ctgcgctgtc acggacccac tgcggtaccc tgtgctggtc accccagttc
     1081 gagttgccat ctctttggtc tttatttggg ttatttctat caccctatcc ttcctctcta
     1141 ttcacctagg atggaac[agc agaaatggga ccagaggggg caatgacacc ttcaagtgca
     1201 aagtccaggt caatgaggtg tacggactgg tggatgggct ggtcaccttc tacctgcctc
     1261 ttctcatcat gtgtgtcact tactacagaa tctttaagat tgccagggag caggccaaac
     1321 ggatcaacca catcagctcc tggaaggcag ccaccatcag agagcacaaa gccaccgtga
     1381 cactggcagc cgtcatggga gcgttcatca tctgctggtt tccttacttc actgcattcg
     1441 tttaccgtgg gctgagaggg gatgatgcca tcaatgaggc ggtcgagggc attgtcctat
     1501 ggttgggcta tgccaattca gccctgaacc ccatcctgta cgctgctctc aacagagact
     1561 tccgcacggc gtaccaacag ctcttccact gcaagttcgc aagccacaac tctcacaaaa
     1621 cttccctgag gttgaacaac tctctgctgc ccaggagcca gagccgagaa ggtagatggc
     1681 aggaggagaa gcccttgaag ctccaagtgt ggagtgggac agaactcaca cacccccagg
     1741 gaaacccaat caggtaaagg ttgtgggttg gaagtgctgg gagacacccc accttcagtg
     1801 tagatggtgc taagaccatt ccatgagcat tttacagaaa tcatctctca tcctcccaa]t
     1861 ggctggctct cttaggtaaa acgtttacct tcagttttaa aaggccacat taaaggtagc
     1921 agagatct
//
4) Clone H3
4.1) H3 sens
4.2) H3 anti-sens
5) Clone H4
5.1) H4 sens
5.2) H4 anti-sens
5.3) Séquence théorique!: "Rattus norvegicus histamine H4 receptor mRNA, complete cds
(AF358860)"
         1 agtggaactt ctgtagtggc ccattattta atgtgatgtc ggagtctaac ggcactgacg
       61 tcttgccact gactgctcaa gtccccttgg catttttaat gtccctgctt gcttttgcta
      121 taacgatagg caatgctgtg gtcattttag cctttgtagc agacagaaac cttagacatc
      181 gaagtaatta tttttttctt aatttggcta tttctgactt cttcgtgggt gtcatctcca
      241 ttcctctgta catccctcac acgctgttta actggaattt tggaagtgga atctgcatgt
      301 tttggctcat tactgactat cttttgtgca cagcatccgt ctacagtatt gtcctcatta
      361 gctacgatcg ataccagtca gtttcaaacg ctgtgcgtta tagagcacag cacactggca
      421 tcctgaaaat tgttgctcaa atggtggctg tttggatact ggctttcttg gtcaatggcc
      481 caatgattct ggcttcggat tcttggaaga acagcaccaa cacagaggag tgcgagcctg
      541 gctttgttac tgagtggtac atcctcgcca ttacagcatt cttggaattc ctgctccctg
      601 tctccttggt ggtctatttc agtgtacaga tttactggag cctgtggaag cgtgggagtc
      661 tcagtaggtg ccctagccac gctggattca tcgctacctc ttccaggggc actggacact
      721 cacgcagaac tgggttggct tgtaggacaa gtcttcctgg attaaaggaa ccagccgcat
      781 cccttcattc agaaagtcca cgaggaaaga gcagtctcct ggtgtcctta aggactcaca
      841 tgagc[ggtag tatcatcgcc ttcaaagtgg gttccttctg ccgatcagaa agcccagtgc
      901 ttcaccagag agagcacgtg gagcttctca gaggcaggaa gctagccagg tcgctagctg
      961 tcctcctgag tgcttttgcc atttgctggg ctccgtattg cctgttcaca attgttcttt
     1021 caacttatcg cagaggggag cgccccaaat cgatttggta cagcatagcc ttttggctac
     1081 agtggttcaa ttcacttatt aatccctttc tatacccttt gtgccacaga cgtttccaga
     1141 aggctttctg gaagatactc tgtgtgacaa agcaaccagc accttcacag acccagtcag
     1201 tatcttcttg aggagaagct tcatgtgtgc cagcttctgt ctctgtcccc tgaacggatc
     1261 taagcttcca tcttgctctg tccactcgag caaacaatgc acaaaatgta atgttcgaca
     1321 attttaataa aaaccctcca cattcaagtc agtggaacac gagccaacag cagtttaagg
     1381 aacgtgacaa actgacagct gcaaaaatac taatattttc ctcagtgctc tctgtctctt
     1441 ttttgataca acattgattg tgttacccct gtcttctttc t]gtctcagtg ttttctccaa
     1501 tagcattagt ttctttgtgt gtatatgtgt gcgtgtgtgc atgtgtacat ctatgtggtg
     1561 tgtacatgta tctatgtgtg tgcatgtgta tct
//
